










































大 腸 菌 の ミニFプ ラス ミ ドは、 大 腸 菌 染 色 体 あ た り厳 密 に!-2コ ピー に保 た れ、
複 製 制 御 機 構 を解 明 す る モ デ ル系 と して こ れ まで多 くの知 見 を与 え て きた。 ミニF
プ ラ ス ミ ドの複 製 開 始 制御 に は ミニFの 卿E遺 伝 子 に コー ドされ る複 製 開始 因子
(RepE)が中心 的 な役 割 を して い る。 さ らに、 大 腸 菌 染 色 体 複 製 に必 要 なDnaA、
DnaB、DnaC、Huなど の 因子 に加 え、DnaK、DnaJ、GrpE熱シ ョ ック蛋 白質 が必 要
で あ る。RepEは、 複 製 開始 領 域(ori2)から複 製 を開始 させ る イ ニ シエ ー ター と、
repE遺伝 子 の 転 写 を 自 己抑 制 す る リ プ レ ッサ ー と して の 主 要 な2つ の機 能 を もつ。
しか し、 この 異 な る機 能 が どの よ うな機 構 で発 揮 され るの か 明 らか で は な か った 。
本 研 究 で は、 ミニFプ ラス ミ ド複 製 にお け る熱 シ ョ ック蛋 白質 の作 用 機 構 を解 析
す る 目 的 で 、 は じめ にdnaJ変異 株 で複 製 可 能 な変 異 ミニFを 多 数 分 離 し、解 析 し
た。 変 異 ミニFの 多 くは 理ρE遺伝 子 内 に塩 基 置換 が あ り、 しか もほ とん どがRepE
の 中央 領 域 に集 中 して い た 。調 べ た変 異 はす べ て 、 大 腸 菌dnaJ変異 株 だ けで な く
dnaK、grpE変異 株 で も複 製 で きた。 これ らの解 析 か ら、 ミニFプ ラス ミ ド複 製 に
お い て熱 シ ョ ック蛋 白質 は協 調 的 に働 いて お り、 お そ ら くRepEの活 性 化 に関 与 す
る こ と な どが 示 唆 され た 。 また 、 これ らの 変 異 を もつRepEのす べ て は 、 イ ニ シエ
ー ター 活 性 が 上昇 し、多 くは リプ レ ッサ ー活 性が 減 少 して い た。 中 で もRepE54は、
非 常 に興 味 深 い こ とに、invivoでRepEのイ ニ シ エ ー ター活 性 が著 し く上 昇 し、 逆
に リ プ レ ッサ ー 活性 を ほ とん ど失 っ て い た。 この こ とは、RepEの2つ の機 能 が分
離 で き る こ と を示 して い る。
次 に、RepEの2つ の機 能 が どの よ うなRepEの構 造 に対 応 す る の か を明 らか にす
る た め 、 本研 究 で は さ らに生 化 学 的 な解 析 を行 った。 精 製 したRepE54は単 量 体 、
野 生 型RepEは 二 量体 と して安 定 で あ った 。 ゲ ル シ フ ト法 でDNAへ の結 合 活 性 を調
べ た とこ ろ 、invivoの結 果 と一 致 して、RepE54はori2DNAに非 常 に効 率 良 く結 合
した が ・ オ ペ レー ターDNAに は ほ とん ど結 合 しな か った 。 ま た、 野 生 型RepEを蛋
白質変 性 剤 で処 理 す る と、o㎡2への結 合 が 上 昇 し、 同時 にオ ペ レー タ ーへ の結 合 が
減 少 した。 この 条件 で、 野 生 型RepEは部分 的 に単 量体 に変 換 して お り、 さ らに、
面2へ の結 合 活 性 は単 量 体 に のみ検 出 され た。従 って、RepEの単 量 体 はori2へ結
合 し、 二 量 体 は オペ レー タ ーへ結 合 す る と結 論 され、 各 々がRepEの イ ニ シエ ー タ
ー、 リプ レ ッサ ー活 性 に対 応 す る と考 え られ る。
本研 究 の解 析 結 果 か ら、 ミニFプ ラス ミ ド複 製 制御 に お け るRepEの機 能 と構 造
につ い て次 の よ うな作 業 仮 説 が た て られ た。RepEの大 部分 は二 量 体 と して存 在 し、
オペ レー ターへ 結 合 して 自己遺伝 子 の転 写 抑 制 を行 う リプ レ ッサ ー と して機 能 す る。
RepE二量 体 が 単 量体 に変 換 され る と、 単量 体 は 面2へ 結 合 し、 複 製 を開始 す る イ
ニ シエ ー ター と して機 能 す る。DnaJ、DnaK、GrpE熱シ ョ ック蛋 白質 は分 子 シ ャペ
ロ ン と してRepEの二 量 体 か ら単 量 体 へ の変 換 に関 与 して い る可 能 性 が高 い 。 この
結 果 は、 ミニFプ ラ ス ミ ド複 製 開始 にRepEの構 造 変 換(二 量体 → 単 量 体)に よる
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第3章 結果
第1節 大腸菌熱 ショック蛋白"RdnaJ変異株で複製可能な



















DNA複 製 の過 程 は 開 始 、伸 長 、 終 結 の3段 階 に大 別 す る こ とが で きる。 これ まで
主 に、 大 腸 菌 お よ びそ れ を宿 主 とす る フ ァー ジ 、 プ ラス ミ ドを実 験系 と して 、 そ の
各 段 階 の反 応 が か な り明 らか に され て きた 。特 に、イ申長 過程 に関 して は、 分 子 レベ
ル で ほ ぼ解 明 され た と考 え て よい 。 大腸 菌 な どの原 核 生 物 、 酵 母 、 ヒ トな ど の真 核
生 物 で も細 胞 周 期 に 同調 したDNA複 製 の制 御 機 構 が存 在 す る こ とが 、数 多 く知 ら
れ て い る(KornbergandBaker,1992参照)。 ま た、Fプ ラ ス ミ ドも、 大腸 菌 染 色体
とは異 な るが 、細 胞 周 期 の特 定 の 時期 に複 製 す る(KeaslingetaL,1991;Koppes,
1992)。こ の よ うな複 製 制御 機 構 を理 解 す る うえ で、 複 製 の 開始 段 階 に お け る制御
は きわ め て重 要 と考 え られ る。
これ を説 明 す るモ デ ル と して は レプ リ コ ン仮 説 が あ る(JacobetaL,1963)。この
仮 説 で は、 自己複 製 単位 を レプ リ コ ン と名付 け、 複 製 開始 に必 要 な トラ ンス に働 く
複 製 開 始 因子(イ ニ シエ ー ター)と 、 イ ニ シエ ー ター が結 合 し複 製 開始 に シス に働
く領 域(レ プ リケ ー ター)の2つ の機 能 単 位 を想 定 した(図1)。 複 製 開始 は イ ニ
シエ ー タ ー に よ る正 の制御 を受 け、 イ ニ シエ ー タ ー の合 成 あ る い は活 性 の制御 に よ
り制御 され る 。 レプ リ コ ン と して 、大 腸 菌 、枯 草菌 な ど の原 核 生 物 の染 色 体 、 フ ァ
ー ジ、 プ ラ ス ミ ド、 真 核 細 胞 を宿 主 とす る一 部 の ウイ ルス(SV40な ど)な どが よ
く知 られ て い る。 な か で も プ ラス ミ ドは こ の仮 説 を実証 す る系 と して、 これ まで多
くの知 見 を提 供 して きた。 特 にFプ ラス ミ ドは、 宿 主 染色 体 あ た り1-2コ ピー に
保 た れ、 しか も安 定 に娘 細 胞 に受 け継 が れ て い くた め、 複 製 制御 機 構 を解 明 す るた













図1レ プ リ コ ン仮 説 の モ デ ル
説 明 は本 文 を参 照 。 文 献(Jacobetal.,1963)より改 変 して転 載 。
第2節 ミニFプ ラス ミドDNA複製制御 における複製開始領域の構造 と
RepEの1機能
大 腸 菌 の ミニFプ ラ ス ミ ドは性 決 定 因子(F因 子)由 来 で あ る。F因 子 ゲ ノ ム
DNA(945kb)をEk)oRI制限酵 素 に よ り切 断 す る と19個 の 断 片 に分 け られ、 そ の
うちf5断 片(9.1kb)にFの 自律 複 製 能 が あ り、F因 子 レプ リ コ ンの持 つDNA複
製(on・ ㌍ρ)、 コ ピー数 調節(incC)、娘細 胞 へ の分 配(s()p)など の機 能 が 集
約 して い る(図2A)(Kline,1985参照)。 ミニFプ ラ ス ミ ドの機 能 的 な最小 領 域
は、 複 製 開 始 点(ori2)と理ρE遺伝 子 のみ か らな る1.1kbの断 片 で(Murotsuetal.
,1984>、我 々 は、 これ に ア ン ピシ リ ン耐性 のbla遺伝 子 を結 合 した最 小 ミニFプ ラ
ス ミ ド(pKV5110)を作 成 し、DNA複 製 開 始 調 節 を解析 して い る。 この プ ラス ミ ド
は 、 コ ピー数 を負 に制御 す るincC領域 を欠 失 してい る ため 、 コ ピー数 が 上 昇 して
い る(細 胞 当 た り約10-15コ ピー)(Kawasakietal.,1991)。
ori2領域(217bp)に は、2個 の大 腸 菌 染 色 体DNA複 製 の イ ニ シエ ー ター蛋 白質
(DnaA)の結 合 部 位(DnaABox:5・-TrAT(A/C)CACA-3・)、AT配列 に富 む 領
2
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図2F因 子 のf5断 片 とミニFプ ラス ミ ドの複 製制御 の模式図
A.F因 子 のf5断 片 の制限酵素地図 を上側 に、既知 の遺伝子 ま
たは遺伝子産物(矢 印)、 領域(棒 線)を 下側 に示 した。説 明は
本文参照。
B.ミ ニFプ ラス ミ ドの最小領域 での複製制御 の概 略。RepE蛋
白質が結合 するイテロンとオペ レーター部分で共通 な塩基配列 に
下線 を引 いた。詳細 な説 明は本文参 照。
3
域 、4個 の19bp(イ テ ロ ン)の 反 復 配 列 か らな るincB領域 な どの特 徴 的 な構 造 が
見 られ る(図2B)(Kline,1985参照)。 こ の よ うな 、oriの構 造 は 大腸 菌 な どの
細 菌 の染 色 体(oriC)、P1、pSC101、R6K、RK2、Rts1などの プ ラス ミ ド、λな
どの フ ァー ジ に も基 本 的 に共 通 して み られ 、 複 製 開始 の た め の基 本 的 な構 造 と考 え
られ る(図3)(BramhillandKornberg,1988)。
ミニFプ ラス ミ ドのrepE遺伝 子 産 物(RepE蛋 白質)は 、250アミ ノ酸 残 基 よ り
な る29kDaの塩 基 性 蛋 白質 で、 部 位 特 異 的 なDNA結 合 蛋 白質 で あ る。RepEはミ
ニFプ ラス ミ ド複 製 に 中心 的 な役 割 を して お り、invivo、il?vitrて)の両 方 で複 製 開 始
に必 須 で あ る こ とが 証 明 され た(Watsonetal.,1982;TolunandHelinski,1982;Makiet
al.,1983;Muraisoetal.,1987)。RepEはori2からの複 製 を開 始 す る イ ニ シエ ー ター
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(S¢gaard-Andersenetal.,1984;TrawickandKline,1985)。こ れ らの 機 能 に は 、o㎡2
内 の4個 の19bp配 列(イ テ ロ ン)、 理ρE遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 一10領域 に あ る
パ リ ン ド ロ ー ム 配 列(オ ペ レ ー タ ー)に 、 そ れ ぞ れRepEが 結 合 す る こ とが 必 須 で
あ る(図2B参 照)。 こ の イ テ ロ ン と オ ペ レ ー タ ー に は 共 通 の8bpの 配 列 が あ り(
Murotsuetal.,1981)、RepEはそ の 配 列 に結 合 す る こ とがDNaseIフ ッ トプ リ ン テ ィ
ン グ 実 験 に よ り明 ら か に さ れ た(Tokinoetal.,1986;MassonandRay,1986)。RepE
はori2の19bp配 列 と相 同 な 配 列 が5個 存 在 す るincC領 域 に も結 合 す る(Tokinoet
al.,1986;MassonandRay,1986)。RepEは異 な る い くつ か の 方 法 で 精 製 さ れ た が 、
い ず れ も二 量 体 で あ っ た 。 こ の 二 量 体 が 副2、 オ ペ レ ー タ ー 領 域 に結 合 す る と考 え
られ て き た が 、RepEの2つ の 機 能 が ど の よ う なRepEの 構 造 に 対 応 す る の か 未 解 決
で あ っ た(Tokinoeta1.,1986;MassonandRay,1986,1988;Klineeta1,1992;Kawasakiet
al.,1992)。
P1、pSC101、R6K、Rts1など の プ ラ ス ミ ドに お い て も、 そ れ ぞ れ ミ ニFプ ラ ス
ミ ドのRepEに 相 当 す る 複 製 開 始 蛋 白質(イ ニ シ エ ー タ ー 蛋 白 質)が 存 在 し、 こ れ
ら の 蛋 白 質 の 発 現 も ミ ニFのRepEと 同 様 に 自 己 遺 伝 子 の 転 写 抑 制 に よ り調 節 され
て い る 。 ま た 、 こ れ ら の イ ニ シ エ ー タ ー 蛋 白 質 も各 々 の プ ラ ス ミ ドの 複 製 開 始 領 域
(αゴ)に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る(KornbergandBaker,1992参照)。 しか し、
こ れ ら の 蛋 白 質 の複 製 開 始 調 節 に お け る作 用 機 構 の 詳 細 に つ い て も、 よ くわ か っ て
い な い 。
第3節 ミニFプ ラス ミド複製 における宿主因子の役割
ミニFプ ラ ス ミ ドの複 製 開始 には 、第2節 で述 べ た プ ラス ミ ド側 の要 素 に加 え、
宿 主 大 腸 菌 の 因子 に も依 存 す る。 な か で も大 腸 菌 染 色 体 の複 製 開 始 蛋 白質(DnaA)
は、 ミニFプ ラス ミ ド複 製 に も必 須 で あ り、前 述 の よ う にそ の結 合 部位(DnaAbox)
は ミニFのori2領域 に も存 在 す る(KlineetaL,1986;HansenetaL,1986;Murakamiet
5
al.,1987)。こ の ほ か、DnaB、DnaC(KornbergandBaker,1992参照)、 ピス トン様
蛋 白質 で あ るHu(WadaetaL,1988)など も、 ミニF複 製 に必 須 で あ る。
ま た、 大 腸 菌1poH変異 株 で は、 ミニFプ ラス ミ ド複 製 は阻 害 され る(Wadaetal.,
1986)。rpoH遺伝 子 産 物(σ32)は、 大 腸 菌 の熱 シ ョッ ク応 答 に 中心 的 な役 割 を し
て お り、RNAポ リメ ラー ゼ の コァ酵 素 と結 合 し、 特 異 的 に熱 シ ョック プ ロモ ー タ
ーか らの転 写 を引 き起 こす(Grossetal.,1990参照)。 ・poH変異 株 に お け る ミニF
複 製 阻害 機 構 の解 析 か ら、 プ ラス ミ ド上 の 理ρE遺伝 子 の転 写 は主 に ♂2RNAポ リ
メ ラ ー ゼ に よ り行 わ れ る こ と(Wadaetal.,1987)、さ ら に、 ミニFプ ラ ス ミ ドの複
製 開始 に ♂2支 配 下 にあ る大腸 菌 の熱 シ ョ ック蛋 白質DnaK、DnaJ、GrpEが必須 で
あ る こ とが 明 らか とな っ た(Ezaldetal.,1989;Kawasakietal.,1990)。
第4節 ミニFプ ラス ミ ドDNA複製における熱シ ョック蛋 白質の役割
dnaK、dnaJ、grpEは、 も と も と λ フ ァ ー ジDNA複 製 に 関 与 す る遺 伝 子 と し て見
つ か っ た 。 λ フ ァ ー ジDNA複 製 系 に お け る こ れ ら の 蛋 白 質 の 役 割 は 、 複 製 開 始 領
域((mX)に お い て λ0蛋 白 質 、 λP蛋 白 質 、DnaBヘ リ カ ー ゼ に よ る複 製 開 始 複 合
体(preprimosomalcomplex)形成 を介 添 し、DnaK、DnaJのATP加 水 分 解 を伴 っ て
DnaBヘ リ カ ー ゼ を活 性 化 す る こ とで あ る 。GrpEは 、 こ の 反 応 中 で のDnaKの 要 求
性 を減 少 させ る(Georgopoulosetal.,1990参照)。
ミニP1プ ラ ス ミ ド複 製 に もinvivo、invitroの両 方 で 、DnaJ、DnaK、GrpEが
必 須 で あ る こ とが 示 さ れ た(Tillyetal.,1989;Bukauetal.,1989;Wickner,1990)。こ
の系 で は イ ニ シ エ ー タ ー 蛋 白 質RepA二 量 体 が こ れ ら の熱 シ ョ ッ ク 蛋 白 質 に よ り単
量 体 に 変 換 され 、RepAが 活 性 化 し、oriへ結 合 す る と考 え ら れ て い る(Wic㎞ere`
a乙,1991a,1991b,1992)。
大 腸 菌 染 色 体 複 製 に お け る熱 シ ョ ッ ク 蛋 白 質 の 関 与 と し て は 、 まず 、 高 温 でoric
か ら のDNA複 製 開 始 阻 害 を示 すdnaKU1変 異 株 が あ げ られ る(Sakakibara,1988)。
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ま た 、invitroのoriCプラ ス ミ ド複 製 系 で は 、 複 製 能 が 低 いDnaA46、DnaA5変 異 蛋
白質 の複 製 活 性 がDnaK、 ま た はGlpEに よ り回 復 す る こ と(HwangandKaguni,
1991;HuppandKaguni,1993a)、ア グ リゲ ー トし不 活 性 化 し た 野 生 型DnaAが
DnaKに よ り活 性 化 す る こ と が 報 告 され て い る(Hwangetal.,1990)。こ れ ら の 熱 シ
ョ ッ ク 蛋 白 質 に よ るDnaAの 活 性 化 は 、DNA複 製 開 始 反 応 以 前 に お こ る が 、 詳 細 な
分 子 機 構 は 明 ら か に さ れ て い な い(Hwangetal.,1990;HuppandKaguni,1993b)。
DnaK(HSP70ホモ ログ)、DnaJは生 物 種 を通 じよ く保 存 され、GrpEも少 な く と
も酵 母 か らそ の ホ モ ロ グが 見 つ か っ て お り、 これ ら は共 同 して細 胞 内 の い ろい ろな
反 応 に分 子 シ ャペ ロ ン と して機 能 す る こ とが知 られ て い る(Georgopoulosetal.,
1990;Grossetal.,1990;Caplanetal.,1993;IkedaandToh-e,1993参照)。
dnal遺伝 子 は 、大 腸 菌染 色 体0.3分 に存 在 し、dnaK遺伝 子 とオペ ロ ン を形 成 して
い る。dnal遺伝 子 を欠 失 させ る と大 腸 菌 は43℃ 以 上 で生 育 で き な くな る た め、 高
温 で の増殖 に必 須 で あ る(Selletal.,1990)。dnaJ変異 株 は 、非 許 容 温度 下 でDNA、
RNA合 成 を 阻害 し、 細 胞 周 期 や、細 胞 内 の他 の蛋 白質 の安 定 化 に影 響 す る な どの
報 告 が あ る(Georgopoulosetal.,1990参照)。DnaJ(375ア ミ ノ酸 残 基 、分 子 量41
kDa)は二 量 体 の塩 基 性 蛋 白質 で 、 お も に膜 画分 に存 在 し、 一 本 鎖 、 二 本 鎖DNAに
非 特 異 的 に結 合 す る(Zyliczetal.,1985)。大 腸 菌 のDnaK、DnaB、λ フ ァー ジ のP
蛋 白質 と相 互 作 用 す る こ と(Georgopoulosetal.,1990参照)、P1プ ラス ミ ド複 製
開 始 蛋 白質(RepA)と 複 合 体 を形 成 す る こ と も報 告 され て い る(Wickner,1990)。
従 っ て、DnaJは細 胞 内 で多様 な機 能 を持 つ と考 え られ るが 、 そ の詳細 な分 子機 構 は




我 々は、 ミニFプ ラス ミド複製開始制御 における熱ショック蛋 白質の作用機構 を
詳細 に解析 する目的で、 まず、遺伝学的解析 により、dnal変異株で複製できる変異
ミニFを 分離 し、解析 を始めた。この解析により、熱 ショック蛋白質が ミニFプ ラ
ス ミドの複製開始因子RepEの活性化 に作用 している可能性が示唆 された。 また、
RepEの主要な2つ の機能(イ ニシエーター、 リプレッサー)を 区別で きるrepE変
異を分離することができた。これ までRepEの2つの機能がどのようなRepEの構
造 と対応するのか明 らかにされてなかったので、これ らの変異RepEを精製 し、 さ




本 研 究 で使 用 した菌 株 を表1に 示 す 。BL21はB株 、 そ れ以 外 は全 てK12株 で あ
る。 遺伝 学 的解 析 の多 くに はMC4100株、 お よび熱 シ ョッ ク蛋 白質 遺伝 子 に変 異 を
持 つ 誘 導 株 を使 用 した 。KY1453、KY1454、KY1455、KY1456株はそ れ ぞ れ
KY1457、DA16、CAG13350、CG992株か らdnaJ259、grpE280、dnaK204、
dnaJ::Tn10-42変異 をMC4100株にPlvfrファー ジ を用 いた普 遍形 質導 入 に よ り移 し、
テ トラサ イ ク リ ン耐 性 と温度 感 受 性 で選択 した。
2・2プ ラス ミ ド
本 研 究 に使 用 した プ ラ ス ミ ドを表2に 示 す。 ミニFプ ラス ミ ドお よび そ の誘 導 プ
ラス ミ ドは 図4Aに 、pKV7190の構造 と説 明 は 図6Aに 示 した。pKV531、
pKV739は塑ρE遺伝 子C末 端 領 域 に フ レー ム シ フ ト変 異(repE602)を持 つ こ と以
外 は、 そ れ ぞ れpKV5110、pKV7190と同一 で あ る(図4B)。pKV740は ミニFプ
ラス ミ ドとpBR322のコ ンポ ジ ッ トプ ラス ミ ドでRepEのC末 端 か ら57ア ミノ酸 残
基 欠 失 した変 異RepE蛋 白質(RepE△C57)を産 生 す る。pBK815はpET3b(Studier
etal.,1990)のT7プロモ ー ター の下 流 に野 生 型repE遺伝 子 をつ な い だ プ ラ ス ミ ド
で 、T7RNAポ リメ ラ ー ゼ に よ りRepEの発 現 が 著 し く増 大 す る(Kawasakietal.,
1992)。解 析 に使 用 した ミニF変 異 を持 つ プ ラス ミ ドは 、 始 め に分 離 した変 異 ミニ
FのSmal-EcoRV断片(635bp>又は、3り・1断片(647bp)を野 生 型 プ ラス ミ ドの対
応 す る断 片 と組 み 替 え て作 成 した 。 ミニF変 異 を持 つ プ ラス ミ ドは、 す べ て シ ー ク
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図4ミ ニFプ ラス ミ ドお よび ミニF由 来の断片 を持 つプラス ミ ドの物理地図
A.ミ ニFフ.ラ ス ミ ドのori2、repE遺伝 子 領 域 を最 上 段 に示 した 。 黒 の 矢 じ
りは フ.ロモ ー タ ー を、 白 の 矢 じ りは19bpの配 列(イ テ ロ ン)を 示 す 。
pKV5110、pKV531、pKV718はこ こ に示 したDNA断 片 以 外 に、 ア ン ピ シ リ ン
耐 性 のbla遺伝 子 を持 つ 。pKV7190、pKV739はpBR322由来 でmpプ ロ モ ー タ
ー の 下 流 にrepE遺伝 子 が つ な が っ て い る 。X,Xhol;St,Styl;H,Hinfl;Sm,Smal;
E,EcoRV制限 酵 素 サ イ トを示 す 。
B.野 生 型 及 びrepE602フレー ム シ フ ト変 異 のrepE遺伝 子 のC末 端 部 分 の 塩
基 配 列 及 び 推 定 さ れ る ア ミ ノ酸 残 基 配 列 。 矢 じ りは 、repE602変異 の1塩 基 の
欠 失 部 分 を示 す 。EcoRV制限 酵 素 サ イ トを下 線 で 示 した。
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2・3培 地
L培 地 一1%バ ク ト トリ プ トン 、05%イ ー ス トエ キ ス トラ ク ト、05%NaCl、1
MNaOHに よ り、pH7 .4に調 製 した 。
ME培 地 一一〇・02%MgSO、・0・2%ク エ ン酸1 .0%K、HPO、、0.35%N・NH、HPO、。
本 研 究 で は2pg/m1ビ タ ミ ンB1、0.5%グ ル コ ー ス 、0.5%カ ザ ミ ノ酸 、 さ ら に必
要 に 応 じL一 ト リ プ トフ ァ ン を加 え た 。
MA培 地 一一1.0%K2HPO4、0.45%KH2PO4、0.1%(NH4)2SO4、0.05%クエ ン酸 、1
mMMgSO4。 本 研 究 で は1μ9/mlビ タ ミ ンB1、1μ9/mlビオ チ ン、0.2%グ ル コ ー ス
を 加 え た 。
培 地 には 、必 要 に応 じ50μ9/mlのア ン ピ シ リ ン、20μ9/mlのク ロ ラ ム フ ェ ニ コー
ル・12・5μ9/mlのテ トラサ イ ク リン を添 加 した。 栄 養 要 求 性 の菌 株 に は、20μ9/ml
のチ ミン、 ウラ シ ル、50μ9/mlのL一ア ミノ酸 を必 要 に応 じて加 え た。 寒 天培 地 には、
1.2%の寒 天 を含 む 。
2・4形 質 転 換 、Pl普 遍 形 質 導 入
形 質 転 換 はHanahanの方 法 に よ り行 っ た(Hanahan,1983)。P1普遍 形 質 導 入 は
Plvirファ ー ジ を用 い 、Silhavyの方 法 に従 っ た(SilhavyetaL,1984)。
2・5遺 伝 子 組 換 え に関連 す る実験 技 術
プ ラ ス ミ ドDNAの 調 製 、 制 限酵 素 反 応 、DNA断 片 問 の結 合 、DNA末 端 の リ ン酸
化 、脱 リ ン酸 化 、 電気 泳 動 、 ゲ ル か らのDNA断 片 の 回収 な ど は標 準 的 な方 法 に よ
った(Sambrooketal.,1989)。DNAの合 成 には 、AppliedBiosystem社の モ デ ル
380Bを使 用 し、 方 法 は説 明書 を参 考 に した。PCRに よ るDNAの 増 幅 は、Perkin
ElmerCetus社の 自動 増 幅装 置 を用 い、GeneAmpDNAAmplificationKit(PerkinElmer
Cetus社)を使 用 した。 方 法 は説 明 書 に従 っ た。DNAの 塩 基 配列 の決 定 には、
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SequenaseDNAsequencingKit(USB社)を使 用 し、 方 法 は説 明 書 に よ っ た。PCR法
に よ り増 幅 したDNAや プ ラ ス ミ ドDNAを 鋳 型 と して用 い た。
2・6プ ラス ミ ドDNAの 突 然 変 異 誘発
突 然 変 異 が 高 頻 度 に お こ る ミュ ー テ ー タ ー遺伝 子 を持 つKD1087株(mutD5)ま
た は、MA194株(mutT1)でミニFプ ラス ミ ド(pKV531)を複 製 させ 、変 異 を導
入 した。 この 条件 で 、大 腸 菌染 色 体 上 の遺伝 子 の突 然 変 異 率(具 体 的 に は 、gyrB遺
伝 子 の変 異 に よる ナ リジ キ シ ン酸 耐 性 菌 の 出現 頻 度)を 調 べ た結 果 、 野 生 型 の 親株
に比 べ 、mロの5株 で約1x106倍、mutTl株で約1x103倍 の突 然 変 異 率 の 上 昇 が み
られ、 これ らの株 で複 製 させ た ミニFも 高 頻 度 で変 異 を持 つ こ とが期 待 され る。独
立 な変 異 で あ る こ とを確 実 に す る た め、 形 質転 換 体 をそ れ ぞ れ別 々 に約20世 代 培
養 した もの か ら プ ラス ミ ドDNAを 調 製 した 。
これ とは別 に、 ミニFプ ラス ミ ド(pKV531)を37℃、0.4Mヒ ドロ キ シ ル ア ミ
ンで26時 間反 応 させ 、 突 然 変 異 を導 入 した 。 こ の処 理 で は、 確 率 的 に プ ラス ミ ド
DNAあ た り1個 の点 突 然 変 異 が お こ る こ とが期 待 され る(HashimotoandSekiguchi,
1976)。
2.7大 腸 菌dnaJ259変異株 で複 製 可 能 な変 異 ミニFプ ラス ミ ドの分 離
大 腸 菌dna/259変異 株 を野 生 型 ミニFプ ラ ス ミ ド(pKV5110)で形 質 転 換 し、30
℃ で ア ン ピ シ リ ン耐性 で 選択 す る と、 多 くの不安 定 な疑 似 形 質 転換 体が 観察 され る。
こ れ は 、変 異 ミニFプ ラス ミ ドを分 離 す る た め に は大 変 不 都 合 な問 題 で あ っ たが 、
鴛ρE遺伝 子 のC末 端 に フ レー ム シ フ ト変 異(repE602)を持 つ ミニF(pKV531)を
使 う こ とで 解 消 で き た。 こ の プ ラ ス ミ ドは 、大 腸 菌 野 生株 にお い て正 常 に複 製 で き
(コピ ー数 は8-10でpKV5110よりわ ず か に少 な い)、 か つ 、dnal259変異 株 で全
く複 製 で きず 、 疑 似 形 質 転 換 体 は全 くみ られ な い ため(lshiaietaL,1992)、
pKV531を親 プ ラス ミ ドと して用 い た 。
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2・6で 述 べ た 方 法 で突 然 変 異 を誘発 したpKV531DNAをMT852株(dna/259)
に導 入 し、30℃ で ア ン ピ シ リ ン耐 性 の 形 質 転 換 体 を分 離 した。 得 られ た形 質 転 換
体 か らプ ラス ミ ドDNAを 調 製 し、 高 頻 度 で 、MT852株 を形 質 転 換 で きる もの を さ
ら に解 析 した 。 内 訳 は、mutD5株処 理 か ら32個 、mutTl株処 理 か ら2個 、 ヒ ドロ
キ シ ル ァ ミン処 理 か ら15個 、合 計49個 で あ る。
2・8リ プ レ ッサ ー活性
MC4100(λ一PrepE-1acZ)株とpKV7190(又はそ の誘導 プラス ミ ド)を 使 用 した 。
プ ラス ミ ド上 の 卸 プ ロモ ー タ ー か ら野 生 型 また は変 異RepEが発 現 し、 そ の量 は培
地 中 の レ トリ プ トフ ァ ン濃 度 に よ り制御 で き る。 培 地 中 の トリプ トフ ァン濃度 が
上 昇 す る に つ れ て 、発 現 す るRepE量は減 少 す る(図6参 照)。 これ らの細 胞 内 で
は、 トラ ンス に供 給 され たRepEが λ プ ロ ファー ジ上 のrepEオペ レー ター に結 合 し、
β一ガ ラ ク トシ ダー ゼ(1acZ遺伝 子 産 物)の 発 現 を抑 制 す る。従 っ て 、 β一ガ ラ ク ト
シ ダ ー ゼ の活 性 を測 定 す る こ と に よ り、見 か け上 のRepEの リプ レ ッサ ー活 性 を知
る こ とが で き る(図7A参 照)。 そ れ ぞ れ の菌 を ク ロ ラ ム フ ェ ニ コー ル 、0、5、
10また は 、50μ9/mlのL・トリプ トフ ァン を含 むME培 地 を用 い て30℃ で3x108
細 胞/mlまで培 養 し、 β一ガ ラ ク トシ ダー ゼ 活性 の測 定 を行 っ た(Kawasakietal.,
1991)。
2・9イ ニ シエ ー ター活 性
MC4100株とpKV7190(又はそ の 誘導 プ ラ ス ミ ド)、ori2プラス ミ ド(pKV718)
を使 用 した 。ori2プラス ミ ドの複 製 は、 トラ ンス に供 給 され たRepEに完 全 に依 存
す る の で 、 α氾 プ ラ ス ミ ドの コ ピー 数 はRepEの見 か け上 の イ ニ シエ ー ター 活性 を
反 映 して い る(図8A参 照)。 そ れ ぞれ の菌 を ア ン ピシ リ ン、 ク ロ ラ ム フ ェニ コー
ル 、50μ9/mlのL一トリプ トフ ァ ン を含 むME培 地 を用 い て30℃ で培 養 し・ プ ラ ス
ミ ドDNAを 調 製 し、EcoRIで処 理 した後 、 ア ガ ロー ス ゲ ル 電気 泳動 した。DNAバ
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ン ド を デ ン シ トメ ー タ ー で 走 査 し、 コ ピ ー 数 はpKV718とpKV7190の 比 で 表 し た
(Kawasakieta1.,1991)。
2.lOβ 一ガ ラ ク トシ ダー ゼ 活性 の測 定
文 献(Miller,1972)によった。30℃ で対 数 増殖 期 の培 養液(ク レ ッ トユ ニ ッ ト50)
を採 取 した後 、緩 衝 液 を加 えて細 胞 を破 砕 し、 β一ガ ラ ク トシ ダー ゼ に よるONPG
の分 解 に伴 う発 色 を分 光 光 度 計(Beckman社DU-64)で測 定 した。
2・11イ ム ノ ブ ロ ッテ ィ ン グ
サ ン プ ル をSDS-PAGE後 、GVフ ィ ル タ ー(Millipore社)にプ ロ ッ テ ィ ン グ し 、
ウサ ギ 由 来 の 抗RepE一 次 抗 体 、 抗 ウサ ギ ニ 次 抗 体(Amersham社)、horseradish
peroxidase(Amersham社)と順 次 か け て い き、 コ ニ カ イ ム ノ ス テ イ ンHPR(コ ニ カ
社)又 は 、ECLWestemblottingdet㏄tionreagents(Amersham社)を用 い検 出 し た(
Kawasakieta1.,1991)。
2・12RepEの 精 製
野 生 型 及 びRepE54を 除 く変 異RepEの 精 製 法 は 基 本 的 に 文 献 の 記 載 に従 い(
Klineetal.,1992;Kawasakietal.,1992)、RepE54の精 製 は い くつ か の 変 更 を し た 。
pLysSとpBK815(又はpBK815にrepE変 異 を 導 入 し た 誘 導 フ。ラ ス ミ ド)を 持 つ
BL21(λDE3)株 を ア ン ピ シ リ ン、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を含 むL培 地 を用 い て 、
37℃ で600nmの 吸 光 度 がO.4に な る ま で 培 養 し、IPTGを05mM加 え 、3時 間 さ
ら に 培 養 し た(IPTGに よ りT7RNAポ リ メ ラ ー ゼ が 発 現 し、 最 終 的 にRepEが 大 量
発 現 さ れ る)。 集 菌 後 、Tris-0.45MKClバッ フ ァ ー(20mMTris-HCIpH7.5、0.1
mMEDTA、450mMKCI、10mMβ 一mercaptoethanol、10%glycerol)中で ソ ニ ケ ー シ
ョ ン に よ り細 胞 を破 砕 し、30,000xgで15分 間 遠 心 した 。RepE54を除 く変 異RepE
お よ び 野 生 型RepEは 沈 殿 画 分 に あ り、 こ れ を5M塩 酸 グ ア ニ ジ ン で 溶 解 し た 。
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RepE54は上 清 画 分 に あ り・ さ ら 。こ15・,・…gで 塒 間 遠 心 し
、 そ の 上 清 をDEAE-
sepha㏄1カラ ム(Ph・・maci・LKB3±〉 へ か け
、 報 緬 分 を 回 収 し た .そ れ ぞ れ の
RepEをMES-0 ・3MKCIバ ツ フ ァ ー(2・mMMES -K・HpH6.・、 。.1mMEDTA、3。。
mMKC1・10mMβ 一m・cap・…h・n・1
・1・%91yce・・1)で透 析 し、FPLC陽 イ オ ン交 換 カ
ラ ム(M・n・SHR5/5・Pharmaci・LKB社)
、FPLCサ イ ズ カ ラ ム(S、p,,。、e12HR
lO/30;Pha「maciaLKB社)1こか け た
・ 野 生 型 及 びR・pE54を 除 く変 異R,pEは こ の標
品 を 噺 に用 い た が ・R・pE541まT・is一α45MKC1バ ・ フ ァ ー で 透 析 し
、FPLC陰 イ
オ ン交 換 カ ラ ム(M・n・QHR5/5・Ph-
ci・LKB社)で ア イ ソ ク ラ ク テ イ ク に 展 開
し・ さ ら に 精 製 し た ・ 精 製 は4℃ で 行 っ た ・2・・m1の 培 養 液 か ら約1mgの 骸
RepE(純 度99%以 上)を 得 た(図9A参 照)
。
2・13RepEの 濃度 の決 定
日立L-8500アミノ酸分 磯 で激 を測定 したR
・pE襯 を対 照 と して、 精 製
RepEのサ ン プル を 同 じゲ ル 中 でSDS-PAGEを行 い、 クマ シ ー ブ ル ー(CBB)で 染
色 後 ・ ゲ ル を デ ン シ トメ ー ター で走 査 し濃 度 を測定 した
。
2・14RepEの 分 子 量 の決 定
鮪 レーザ ー光 散 乱 法(LALLS法)と 、 沈 髄 度法 の異 なる2つ の方 法 を用 い た.
L肌S法 を用 い たR・pEの分 子 量 決定 は・ 献 の方 法 に従 ・・(T。k、gi,1981)、東
レ'リ サ ー チ セ ン ター に依 頼 した・精 製R・pEを サ イ ズ カ ラム(S。p,,dex75HR




屈 折 計(W・ ・ers杜R4・1)で検 出 した・nv定は、MES一α5MKC1バ ッ フ ァー をイ吏用
し・23℃ で行 っ た・R・pEの屈 折 率 厳 変 化(d・/d・)を鹸 測 定 す るか わ りに
、分
子 量 既 知 の 蛋 頗 で 同 じ測定 を行 った・ 理 論 的 に、 分 子 量 はLALLS計 の出 力 と示
差 屈 折 率 計 の出 力 の 比 に比 例 す る(Takagi,1981)。
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沈 降 速 度 法 は、Beckman社の分 析 用 超 遠 心 機(OptimaXL-A)を使 用 した(Olsen
etal.,1992)。分 析 用 超 遠 心 に用 い たサ ンプ ル の濃 度 は280nmの 吸光 度 で、 野 生 型
RepEが0.2、RepE54が0.4であ り、 ゲ ル シ フ ト法 のバ ッフ ァー(後 述)か らBSA、
poly(dl-dC)、プ ロ ー ブDNAを 除 い た もの を使 用 した。 実 験 条 件 は 、 ロ ー ター 回転
速 度50,000rpm、1時間 、25℃ で6分 毎 に測 定 した。
2・15RepEのDNA結 合 活 性 の 測 定
ゲ ル シ フ ト法 に よ っ た(Kawasakietal.,1992)。プ ロ ー ブDNAは 、 ミニFプ ラ ス
ミ ド をStul、Alul、Smalで切 断 し、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 後 、130bpのori2
DNA断 片 と180bpの オ ペ レー タ ーDNA断 片 を回 収 し、AlkarinePhosphatase処理 後 、
T4PolynucleotideKinaseを用 い 、[γ一32P]-ATPでDNAの末 端 を ラ ベ ル し、 作 成 し た
(図10参 照)。
反 応 液 は 、20mMTris-HCI(pH75)、40mMNaC1、40mMKCI、10mMMgCl2、0.1
mMEDTA、1mMDTr、0.1mg/mlBSA、10μg/mlpoly(dI-dC)と[32P]ラベ ル の プ ロ
ー ブDNA 、RepEを 含 み 、30℃ 、30分 間 静 置 した 。10%PAGE後 、 ゲ ル を乾 燥 し、
DNAバ ン ドはFujixBioimagingAnalyzerBAS2000(富士 フ イ ル ム社)を 使 っ て定 量
し た 。
2・16【 泊]-RepE54の調 製
pLysSとpBK815(repE54)を持 つBL21(λDE3)株 を ア ン ピ シ リ ン、 ク ロ ラ ム フ
ェ ニ コ ー ル 、 各 々200P9/mlの20種 のL一 ア ミ ノ酸 を含 む100mlのMA培 地 で37
℃ で 培 養 し、OD,,,=0.6で一 度 集 菌 し、Leu、Lysを 除 い た 同 じ培 地 に懸 濁 し た 。1。6
mCi[『H]-Leu(1mCi/m1)、1.6mCi[憤]-Lys(1mCi/ml)と、0.5mMIPTGを 加 え 、
3時 間 さ ら に 培 養 し た 。RepE54の精 製 は2・12の 記 述 に従 っ た が 、Superosel2
の段 階 ま で 精 製 し た も の を 実 験 に使 用 し た 。
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第3章 結果
第1節 大腸菌熱 シ ョック蛋 白"Adnal変異株 で複製可能 な変異 ミニF
プラス ミ ドの分離 と解析
3・1大 腸vadnaノ変 異 株 で複 製 可 能 な変 異 ミニFプ ラス ミ ドの分 離
ミニFプ ラス ミ ドは 大腸 菌dnaJ、dnaK、grpEのそ れ ぞ れ の 温度 感 受 性 変 異 株 で
30℃(許 容 温 度;大 腸 菌 の増 殖 は正 常)で も複 製 す る こ とが で き な い(Kawasaki
etal.,1990)。dnaJ259変異 株(MT852)で 複 製 可 能 な49個 の独 立 な変 異 ミニFプ
ラ ス ミ ドを分 離 した(2・7参 照)。 まず 、 変 異 ミニFを 適 当 な 制 限 酵 素 を使 っ て
切 断 し、 親 プ ラ ス ミ ドのpKV531由来 の制 限酵 素 断 片 と入 れ替 え、dnaJ259変異 株
で複 製 で きる変 異 が どの 断 片 に存 在 す る か を調 べ た。30個 がRepE蛋 白質 の コー デ
ィ ン グ領 域 内 に対 応 す るSmal-EcoRV(635bp)断片 内 に、4個 が複 製 開 始 点(α ゴ2)
か らRepE蛋白質 のN末 端領 域 に相 当 す るStyl-Smal(407bp)断片 内 に変 異 を もつ こ
とが わ か っ た。
次 に こ れ ら34個 の変 異 の塩 基 配 列 上 の変 化 を決 定 した(図5)。RepE蛋 白質 の
コー デ ィ ング領 域 内 のSmal-EcoRV断片 内 にマ ップ され た30個 の うち22個 は、
GlUg2(16個)又は、Glu1。g(6個)に置 換 が お こ って い た。 これ らは、 以 前我 々 の
研 究 室 か ら σ32欠失 変 異株(△rρoH)で 複 製 可 能 な変 異 ミニFと して報 告 した
repEIO変異 、repE26変異 と全 く同一 の塩 基 置 換 で あ る(Kawasakietal.,1991)。7
個 の変 異(repEl8、rep・E40、repE54、repE105)は、今 まで に報 告 の な い1塩 基 置換
で 、 いず れ もRepEの中央 の狭 い領 域(92-134残基)に 局 在 し、repEIO、repE26変
異 の近 傍 に起 こ っ てい た。 この うち4個 は、 同 一 の塩 基置 換(repE105)であ っ た。
残 りの1個(r(1ρE30変異)は 、 二 重 変 異 で あ り99番 目 と100番目のGlu残基 が と


































































RepEは翻訳 後N末 端 のMetが除去 され る との報告 に従 い、 ア ミ ノ酸 の番 号 は
Alaを1と した(TokinoetaL,1986)。mutD、mutT、ヒ ドロキ シル ア ミ ン処 理
に よ り得 られ た プラ ス ミ ド変 異体 は、 そ れぞ れD、T、Hで 表 し分 離 番 号 を併
記 した。
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プ ラス ミ ドの コ ピー数 が 上 昇 す る と報 告 され たcopA1変異 と全 く同 一 の塩 基 置 換 で
あ っ た(Helsbergetal.,1985>。coρA1変異 だ け をpKV531に導 入 した変 異 プ ラ ス ミ
ドも、dnaJ259変異株 で複 製 で きた の で、 この プ ラス ミ ドをrepE30二重 変 異 の か わ
りに さ ら に解 析 した 。Sty/-Smal断片 内 の4個 の変 異 は 同一 で 、repE遺伝 子 の プ ロ
モ ー ター/オ ペ レータ ー の 一10領域 に1塩 基 置換(repEpl10変異)を お こ して お り、
以 前repE遺伝 子 の 自己転 写 抑 制 能 が 欠 失 す る と報 告 され た変 異 と同 一 で あ っ た(
Rokeachetal.,1985>。
3.2熱 シ ョ ック関 連 変 異 株 にお け る変 異 ミニFプ ラス ミ ドの複 製 能
dnaJ259変異 株 で 複 製 可 能 な変 異 ミニFプ ラ ス ミ ドが 大腸 菌 の 他 の熱 シ ョ ック蛋
白質 変 異 株(dnaK、grpE)や熱 シ ョック シ グマ 因子 ♂2の欠 失 変 異株(△rpoH).で、
複 製 で き るか ど うか を調 べ た(表3)'。 変 異 ミニFか ら親 プ ラ ス ミ ド由来 の
repE602変異 を分 離 した ミニFプ ラス ミ ドを構 築 し、 これ 以 降 の実 験 に用 い たが 、
repE40、卿E54変 異 だ け を持 つpKV5110プラス ミ ドは分 離 で きず(後 述)、
repE602変異 との二 重 変 異 を用 い た。
表3変 異 ミニFプ ラスミ ドの形質転換効率a
Mini-FplasmidscarryingrepEallele:
Strain



















































































a.pKV5110(repe)または各 々の変異 を持 つpKV5110誘導 プ ラス ミ ドを使 用 した。形質転換
は30℃ で行 い、pBR322による形質転換効 率 との比 で表 し、大腸菌野生株(MC4100)における野
生 型 ミニF(pKV5110)の値 を1.Oとした時の相対値 を示 した。O内 は疑似 形質転換体 を示す。
b,効 率 は低 いが小 さな コロニーが観 察 され、 これ らの変異 ミニFは △rpoHで効率 は悪いが複製
で きた。
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宿 主 は温 度 感 受 性 変 異 で あ る た め、 宿 主 菌 の増 殖 に影 響 の な い許 容 温度(30℃)
で 実 験 を行 っ た。 調 べ た全 て の変 異 ミニFはdnaK、grpE変異株 で も複 製 可 能 で あ
っ たが ・ 親 プ ラ ス ミ ド[pKV531(repE602)、pKV5110(repE)]は複 製 で きな か
っ た(表3)。 この こ とは、 ミニFの 複 製 に も大 腸 菌 のDnaK、DnaJ、GrpE熱シ ョ
ック蛋 白質 が協 調 的 に働 くこ とを示 して い る。 さ ら に、dnaノ遺伝 子 にTn10を挿 入
したKY1454株(AdnaJ)でも、 こ れ らの変 異 ミニFは 複 製 可 能 な こ とか ら、 こ れ
らはDnaJ蛋白質 の機 能 に全 く依 存 しな くな っ た こ とが 示 唆 され る。
一 方 、 ♂2の欠 失 変 異 株(ArpoH)では、 以 前 報 告 したreρE10、㌍ρE26変異(
Kawasakietal.,1991)に加 え、㌍ρE54-602、repEIO5変異 は安 定 に複 製 で きたが 、
repEpl10、copA1変異 もわず か なが ら複 製 が 観 察 され た(表3)。repE18、
repE40-602変異 ミニFは 、ArpoH株で ほ とん ど複 製 で きな か っ た。 後 者 の場 合 、
repE遺伝 子 の 転 写 量 、 あ る い はDnaK、DnaJ、GrpE熱シ ョ ック蛋 白質 の産 生 量 が 減
少 し、 お そ ら く複 製 に充 分 な量 供 給 され な い こ とが 原 因 で は な い か と想 像 され る。
3・3変 異 ミニFプ ラス ミ ドの コ ピー数
プ ラス ミ ド変 異 が ミニF複 製 制 御 に及 ぼ す影 響 を調べ るた め、 変 異 ミニFの コ ピ
ー数 を大 腸 菌 野 生株(MC4100)、dnaJ259変異 株(KY1453)で調 べ た 。
pACYC184プラス ミ ドを持 った大 腸 菌 を用 い 、変 異 ミニFの コ ピ ー数 はpACYC184
との相 対 値 で表 した(表4)。pACYC184の コ ピー数 は実 験 に用 い た大腸 菌 変 異 に
よ る影 響 を受 け な い(KawasakietaL,1991)。repEIO、repE26変異 ミニFは 野 生 株
と同様 、dnaJ259変異株 で も非 常 に高 い コ ピー数 を示 した。coρA1変異 プ ラス ミ ド
も同様 で 、 特 にdna/259変異株 で高 い コ ピー数 を示 した。 そ の他 の変 異 ミニFは 、
dnaJ変異 株 で の コ ピー 数 が 野 生株 に比 べ低 い傾 向 が み られ るが 、 これ は お そ ら く
dnaノ変 異 の 間接 的 な影 響 と思 われ る。 一 見 矛 盾 す るが 、 こ れ らの高 い コ ピー数 を示
す変 異 ミニFは 、非常 に不 安 定 で あ る。 お そ ら く、 コ ピー数 が高 す ぎ る こ とに よ り、
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宿 主 菌 に 強 い 増 殖 阻 害 が お こ る た め と考 え られ る(Kawasakietal.,1991参照)。
一 方 、repElO5、repE18、repE40-602変異 ミ ニFは 野 生 株 で わ ず か に コ ピ ー 数 の 上
昇 が み られ る。repE54-602二重 変 異 プ ラス ミ ドは高 い コ ピー数 を示 す が 、 こ れ は主
に変 異RepEの 示 す高 い イ ニ シ エ ー タ ー活 性 と、repE遺伝 子 の 自己 転 写 抑 制 能 を欠
い た た め で あ ろ う(後 述)。repE40、repE54変異 を単独 で持 つ 変 異 ミニFプ ラ ス ミ
ドを作 る こ とは で きな か っ た。repE40、repE54変異 は 高 い イ ニ シ エ ー タ ー活 性 を持
つ た め(後 述)、 プ ラ ス ミ ドの コ ピ ー数 が 高 くな り過 ぎて、 宿 主 の増 殖 阻害 を引 き
起 こす と考 え られ る。























































a.ミ ニFプ ラス ミ ドとpACYC184を持 つ菌 をアン ピシ リン、 クロラムフェニ コール を含 むL培
地 で1晩 培養 した。 プラス ミ ドDNAを 調製 し、EcoRI、Bgnl制限酵素 で処理 した後 、 アガロース電
気 泳動 した。DNAの バ ン ド濃度 をデ ンシ トメー ターで走査 し、pACYCI84のバ ン ドの濃度 を対照 に
ミニFDNAの バ ン ド濃度 を比 較 した。3回 の実験 の平均値 を示 した。大腸 菌野生株(MC4100)に
おけ る野生型 ミニF(pKV5110)の値 を1.0とした時の相対 値 を示す。b.各 々の変 異 ミニFを
持つ菌 の対 数増殖期 の培養液 に、対照 と してC末 端が短 くなったRepE(RepE△C57)を一定量加 え、
TCA処理 し、SDSPAGE後、イムノブ ロッ トに よりRepE量を測定 した。大腸菌 野生株(MC4100)
における野生型 ミニF(pKV5110)の値 を1.0とした時の相対 値 を示す。c.こ れ らの場合 は、
プ ラス ミ ドを持 たない菌が高頻度 で出現す るため、()内 に示 した培養 液中 に見 られる プラス ミ
ドを脱 落 した菌 の出現頻度 で補 正 した。実 際の コピー数 はこ こに示 したもの よ り高い と思 われる
(本文参 照)。
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最 後 に、repEIO、repEl8、repE26変異 ミニFに つ い てdnaK204、dnaK756、grpE280、
△η)oH変異 株 で コ ピ ー 数 を 調 べ た と こ ろ 、 上 記 の 結 果 と ほ とん ど変 わ ら な か っ た
(デー タ ー 提 示 せ ず)。
3・4細 胞 内 の変 異RepEの量
野 生 株(MC4100)、dnal259変異 株(KY1453)での細 胞 内 のRepE量を イ ム ノブ
ロ ッテ ィ ング に よ り調 べ た(た だ し、repEIO、repE26変異 は プ ラ ス ミ ドが 非 常 に不
安 定 な た め 除外 した)。 表4に 示 した よ う に ミニFの コ ピー数 とRepEの発 現 量 に
は相 関 性 が見 られ た。 コ ピー数 の著 し く上 昇 した変 異 ミニF(coρA1、repE54-602
変 異 〉 のRepE量 は、 変 異 ミニFが 不 安 定 で あ る た め、 明 らか に少 な く見 積 っ た値
で あ る 。 興 味 深 い こ と に、野 生 株(MC4100)にお け る プ ロモ ー ター/オ ペ レー タ
ー領 域 の変 異 ミニF(爬 ρ珈110変異 〉 の コ ピー数 は野生 型 ミニFに 比 べ2 .7倍で あ
る が 、RepE量は野 生 型 ミニFの65倍 と多 い。 この結 果 は、3・3で 見 られ た多 く
の変 異 ミニFが 示 す高 い コ ピー数 は、RepEの量 が 多 い こ とだ け で は な く、高 い コ
ピー 数 に見 合 う よ うなRepEの活 性化 が お こっ て い る こ と を示 唆 して い る。
3・5変 異RepEの リプ レ ッサ ー活 性
変 異RepEに よ るrepE遺伝 子 の 自 己転 写 抑 制(リ プ レ ッサ ー)活 性 を測定 した
(図7A、2・8参 照)。 調 べ た変 異 の うち、RepE54はほ とん ど完 全 に、
RepE105は著 し く リプ レ ッサ ー活 性 を失 っ て い た(図7B)。RepE10、RepE26、
RepE40でも、 野 生 型RepEに比 べ 、 少 しで は あ る が 明 らか に活 性 は減 少 して い た。
一 方 、RepE18、CopAlの示 す 活性 は、野 生 型RepEと比 べ 顕 著 な差 は認 め られ なか
っ た。 リ プ レ ッサ ー活 性 を測 定 した条 件 で細 胞 内 に存 在 す るRepEの量 をイ ム ノ ブ
ロ ッテ ィ ン グで 調 べ た と ころ 、RepE105以外 は野 生 型RepEの 量 とほ とん ど変 わ ら
な か っ た。RepE105の量 は、 野 生 型 の50%程 度 に まで 減少 して い た た め、何 らか























図6pKV7190の 構 造 と、 トリ プ トフ ァ ン濃 度 に よ るRepEの 発 現 量
A.pKV7190はpBR322の レ プ リ コ ンで 、trpプロ モ ー タ ー/オ ペ レー タ ー の
下 流 にrepE遺伝 子 を、 さ ら にmpR遺 伝 子 を つ な ぎ作 成 した 。 培 地 中 の レ トリ
プ トフ ァ ン濃 度 に よ りRepEの発 現 を制 御 で き る(KawasakietaL,1991)。
B.培 地 中 のL一トリ プ トフ ァ ン濃 度 に よ るRepEの 発 現 量 。pKV7190を持 つ 大
腸 菌 野 生 株(MC4100)を そ れ ぞ れ の濃 度 の トリ プ トフ ァ ン を含 むME培 地 で
30℃ で 培 養 し対 数 増 殖 期 に サ ン プ ル を と り、 イ ム ノ ブ ロ テ ィ ン グ に よ りRepE



























図7RepEの リ プ レ ッサ ー 活 性 の 測 定 法 と、 変 異RepEの リ プ レ ッサ ー活 性
A.RepEの リ プ レ ッサ ー 活 性 はpKV7190から トラ ンス に 供 給 さ れ たRepEに よ
る大 腸 菌 染 色 体 上 のrepEプ ロ モ ー ター 下 流 に あ るlacZ遺伝 子 の 転 写 抑 制 活 性 を
β一ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ活 性 を測 定 す る こ と に よ り求 め た 。
B.pKV7190(また はrepE変異 を持 つ そ の 誘 導 プ ラ ス ミ ド)を 持 つMC4100
(λpF13-PrepE-lacZ)株を30℃ で 培 養 し、 対 数 増 殖 期 に培 養 液 を採 取 し、 β一 ガ
ラ ク トシ ダ ー ゼ 活 性 を測 定 し た。repE遺伝 子 を 欠 失 し たpKV711(△repE)プラ
ス ミ ドの活 性 を100と して相 対 値 で 表 した 。+,noRepE;◇,野生 型RepE;○,
RepElO;●,RepE18;口,RepE26;■,RepE40;△,RepE54;▲,RepE105;◆CopA1.
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3・6変 異Rep蛋 白質 の イ ニ シエ ー タ ー活 性
変 異RepEの イ ニ シエ ー ター活 性 は、2・9に 述 べ た方 法 に よ りori2プラス ミ ド
(pKV718)のコ ピ ー数 を測 定 して 求 め た(図8A)。ori2プ ラス ミ ドの複 製 は ト
ラ ンス に供 給 され た変 異RepEの 活性 に定 量 的 に依 存 す る。 調 べ た全 て の変 異
RepEは、 野 生 型RepEに 比 ベ イ ニ シエ ー ター 活性 の上 昇 が 見 られ た(野 生 型 の2-
6倍)(図8B)。RepE10、RepE26、RepE40、RepE54、CopA1は特 に高 い イ ニ シ
エ ー タ ー活 性 を示 した。RepE18はわ ず か に活性 の 上昇 が 見 られ た 。
興 味 深 い こ とに、RepEのC末 端 のrepE602変異 が 共存 す る とRepE40、RepE54の
示 す 高 い イ ニ シエ ー ター活 性 が抑 制 され た(図8C)。 この現 象 と対 応 して、
r(1ρE40-602、repE54-602変異 を持 つRepEを トラ ンス に供 給 す る プ ラス ミ ドを あ らか
じめ持 たせ た菌 をori2プラス ミ ドで形 質 転換 した場 合 、 野 生 型RepEを供 給 で きる
菌 に比 べ 、形 質 転 換 効 率 が1/10～1/100に低 下 した(デ ー ター提 示 せ ず)。 こ れ に
対 し、reρE602変異 が 野 生 型 、reρE40変異 、repE54変異 と共存 して も、 リプ レ ッサ
ー活 性 に は ほ とん ど影 響 しなか っ た(デ ー タ ー提 示 せ ず) 。 これ らの結 果 は、
RepEのイ ニ シ エ ー ター 活性 に、RepEの 中央 領 域(92-117残基 領 域)とC末 端 領 域




























図8RepEの イ ニ シエ ー タ ー活 性 の 測 定 法 と、 変 異RepEの イ ニ シエ ー タ ー活 性
A.RepEの イ ニ シエ ー タ ー 活 性 はoガ2プ ラ ス ミ ド(pKV718)の コ ピー 数 を測 定
して 求 め た 。ori2プラ ス ミ ドの複 製 は トラ ンス に供 給 され たRepEに 依 存 す る。
B.変 異RepEの イ ニ シ エ ー ター 活 性 。pKV718とpKV7190(また は 理ρE変 異 を
持 つ そ の 誘 導 プ ラス ミ ド)を 持 つMC4100株 を30℃で培 養 し、 対 数 増 殖 期 に培 養
液 を採 取 し、pKV7190(また は そ の 誘 導 プ ラス ミ ド)を 対 照 と してpKV718の コ
ピー 数 を 求 め た 。pKV7190およ び そ の 誘 導 プ ラ ス ミ ドの コ ピ ー数 はrepE変異 に よ
り影 響 を 受 け な い 。 測 定 は 培 地 中 の トリ プ トフ ァ ン濃 度50P9/mlで行 い 、 野 生 型
RepEの値 を1.0とした と きの相 対 値 を グ ラ フ に示 した ・
C.RepEのC末 端 変 異(repE602)がRepEのイ ニ シ エ ー タ ー活 性 に与 え る影 響 。
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今 まで述べてきた大腸菌dnaJ変異株で複製で きるようになった変異 ミニFの 主 な
性質 を表5に まとめた。














































































a.表3、 表4、 図7B、 図8BCの デ ー タ ー を半 定 量 的 に表 した。
b.野 生株(MC4100)で 求 め た値 を示 す 。c.ND、 実 験 不 能 。
3・7変 異RepEの'ori2、オ ペ レ ー タ ーDNAへ の 結 合
大腸菌のdnaJ変異株で複製 できるRepE変異蛋 白質をT7RNAポリメラー考系で
大量発 現 させ 、2・12の 方法 で精製 した。RepE54、RepE54-602は単量 体(後 述)、
これ ら以 外 はす べ て野 生 型RepEと 同様 に二 量体 と して精 製 され た(デ ー タ ー提 示
せ ず)。 これ らのRepEのori2、オ ペ レー タ ーDNAへ の結 合 活 性 をゲ ル シ フ ト法 で
測 定 した。invivoで調 べ た性 質 と一一lkして、ori2DNAへの結 合 は上 昇 し(野 生 型 の
2-12倍)(表6)、 一 部 の変 異RepEの オ ペ レー タ 一ー・DNAへ の結 合 は減 少 して い
た(野 生 型 の0,3-0.5倍)。特 に、ori2DNAへの 結 合 効 率 とinvivoのイ ニ シエ ー
タ ー活 性 、 コ ピー数 は良 く一・致 す る(表6)。RepE105は 精 製 過 程 で は比 較 的安 定
で 、 オ ペ レー ターDNAに は効 率 良 く結 合 した。 従 って 、invivoで見 られ た リプ レ
ッサ ー活 性 の低 下 は、細 胞 内 でRepE105がや や不 安 定 な た め量 が少 な い こ と に よ る
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と考 え られ る。
invivoでは、repE602変異 が 共 存 す る とRepE40、RepE54の示 す高 い イ ニ シエ ー タ
ー活 性 が 抑制 され たが 、 リ プ レッサ ー活 性 にはそ れ ほ ど影 響 しない(3・6参 照)。
ori2および オ ペ レー ターDNAへ の結 合 活性 を調 べ た とこ ろ、 オ ペ レー ター へ の結
合 活 性 に はinvivoと同様 にrepE602変異 の影 響 は ほ とん ど観 察 され な か った。ori2
へ の結 合 活 性 は、repE40変異 はrepE602変異 の影 響 を受 け るが 、repE54変異 で はそ
れ ほ ど顕 著 で な か っ た(表6)。 従 って 、repE602変異 がRepE40、RepE54に与 え
る影 響 はDNAへ の 結 合 段 階 だ け で は な く、 結 合 した後 の複 製 開 始 段 階 に もお よぶ
可 能性 が 考 え られ る。
















































a.2・15に 記述 したゲルシ フ ト法 の実験 条件 下で、使 用 した αゴ2DNAの50%が シフ トする
の に必要 なRepEの量 を求 め、野生 型RepEの値 を1.0として相対 値 で示 した。
b.図8Bの 値 を再 び記 した。





3・8変 異RepE54は単 量 体 と して精 製 され る
第1節 で 示 した よ うにRepE54は、invivoでRepEのイ ニ シエ ー ター活性 が上昇 し、
リプ レ ッサ ー活 性 を ほ とん ど失 っ て い た。 この こ とは 、RepEの2つ の機 能 は分 離
で きる こ と を示 して い る。 こ れ ま でRepEの2つ の機 能 が どの よ う なRepEの構 造
と対 応 す る の か 明 らか に され て な か っ た の で、 本研 究 で はRepE54を精 製 し、 さ ら
に詳 細 な解 析 を行 った 。RepE54の構 造 が こ れ まで精 製 され た野 生 型RepEや多 くの
変 異RepEと 異 な る こ との最 初 の示 唆 は、RepEを大 量発 現 した細 胞 を破 砕 し、 遠 心
した後 、RepE54が上 清 か ら回収 され た とい う実験 結 果 か ら得 られ た。 大 量発 現 系
で 産 生 させ た野 生 型RepEや多 くの変 異RepEは 、80%以 上 が 沈 殿 画 分 か ら回収 さ
れ るが 、RepE54は90%以上 が 上清 画分 にあ っ た(図9A参 照)。 精 製RepEを
FPLCサイ ズ カ ラ ム に か け る と、RepE54は野 生 型RepEよ りも溶 出 され て くる時 間
が 明 らか に遅 れ た。 精 製 したRepEのKav値(分 配定 数)(LaueandRhodes,1990)
か ら分 子 量 を推 定 す る と、 野 生 型RepEは55kDa、RepE54は27kDaとな った(デ ー
ター提 示 せ ず)。
次 に、 我 々 は溶 液 中 のRepEの分 子 量 を、低 角 レーザ ー光 散 乱 法(LALLS法)に
よ り決 定 した。 この 方法 で は、 蛋 白質 の形 な どが 測 定 結 果 へ ほ とん ど影 響 しな い と
考 え られ て い る(Takagi,1981)。求 め た分 子 量 は、 野 生 型RepEは58.6(±15)
kDa、RepE54は28.3(±3.0)kDaであ っ た(図9B)。 沈 降速 度 法 に よ り溶 液 中
のRepEの沈 降 定 数 を求 め る と、 野 生 型RepEは4.lS、RepE54は2.8Sであ っ た。
塩 基 配 列 か らRepEの分 子 量 は29kDaと推 定 され(Murotsuetal.,1981)、精 製 した
野 生 型RepEは他 の グ ル ー プか ら も報 告 され て い る よ うに二 量 体 と して(Masson
andRay,1988;Klineetal.,1gg2;Kawasakietal.,1gg2)、RepE54は単 量 体 と して安 定
に存 在 す る と結 論 され る。 これ らの条件 下 で 、RepE54は二 量体 が 形 成 で き ない か、























図9RepE精 製 過 程 の サ ン プル のSDS-PAGE解析 と、RepEの分 子 量 の 決 定
A。 精 製 過 程 のRepEを12%SDS-PAGE後 、 ク マ シ ー ブ ル ー で 染 色 した 。
レ ー ン1、 野 生 型RepE、Superose12溶出 後;レ ー ン2-5、RepE54、 そ れ ぞ れ
DEAE-Sepha㏄1溶出 後 、MonoS溶 出 後 、Superose12溶出 後 、MonoQ溶 出 後 。 右 側
の 数 字 は分 子 量 マ ー カ ー の 位 置 を 表 す 。
B.精 製RepEを 低 角 レ ー ザ ー 光 散 乱 法(LALLS法)に よ り測 定 した(2・14
参 照)。 縦 軸 はLALLS計 の 出 力(LS)と 示 差 屈 折 率 計 の 出 力(RI)の 比 、 横 軸 は
分 子 量 。 ○,RepE;●,BSAdimer(132kDa),creatinekinase(82kDa),BSAmonomer(66
kDa),carbonicanhydrase(29kDa),RNaseA(13.7kDa)。
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3・9野 生 型RepE、RepE54のori2、オペ レー タ ーDNAへ の結 合 活性
は じめ に、 野 生 型RepE、RepE54のori2DNAへの結 合 活 性 をStul-AlulDNA断片
(図10)を プ ロー ブ と して、 ゲ ル シ フ ト法 で解 析 した。使 用 す るRepEの量 が増
加 す る に従 っ て 、移 動 度 の遅 くな る4個 のバ ン ドが見 られ 、1、2、3、4番 目の バ ン
ドの量 が順 次 増 加 した(図ll)。 この事 とバ ン ドの移 動 度 とか ら判 断 して 、 これ
らのバ ン ドはori2内の4個 の イ テ ロ ンにRepEがそ れ ぞ れ!、2、3、4分 子 結 合
した もの で あ る と考 え られ る(図11;3・10参 照)。 図11に 見 られ る よ う に、
野 生 型RepEのori2DNAへの結 合 活 性 は、 以 前 報 告 され た よ うに低 か った(Tokino
etal.,1986;MassonandRay,1986,1988;Klineetal.,1992;KawasalCietal,1992)。
RepE54はori2に非 常 に効 率 良 く結 合 し(図11CD)、RepE54がinvivoで 高 い
イ ニ シエ ー ター 活性 を示 す こ とに対 応 す る(図8B)。 この条 件 下 で αゴ2DNAの
50%がDNA-RepE複合 体 を形 成 す る時 のRepEの濃 度 を求 め る と、 野 生 型RepEは
450fmol、RepE54は0.9fmolであ り、RepE54は野 生 型RepEに 比 べ 約500倍 αゴ2
DNAへ の結 合 効 率 が 上 昇 して い る と考 え られ る。
オペ レー ターDNAへ の結 合 活 性 をAlul-Smal断片(図10)を プ ロ ー ブ と して用
い て調 べ る と、 プ ロー ブDNAの 大 部 分(約96%)と 結 合 す るの に必 要 な野 生 型
RepE量(10pmo1)を使 って も、RepE54はほ とん ど結 合 で きな か っ た(図12)。
オペ レー ターDNAの50%がDNA-RepE複 合 体 を形 成 す る時 の 野 生 型RepEの濃 度
は、210fmolであ り、RepE54は少 な く とも100倍は結 合 効 率 が 減少 して い る。 この
結 果 は、invivoでRepE54がほ とん ど リ プ レッサ ー活 性 を示 さな い とい う結 果(図
7B)と 良 く一 致 す る。
これ らの結 果 は、RepEの単 量 体 がori2へ結 合 し、複 製 を開 始 す る た め の活 性 型
で あ り、 二 量 体 が オペ レー ター に結 合 し、 リ プ レッサ ー と して機 能 す る とい う興 味































































図11ゲ ル シ フ ト法 に よるRepEのori2DNAへの結 合 活 性
詳 細 は本 文 を参 照 。A.C.DNAの バ ン ドの オ ー トラ ジ オ グ ラ フ。B.D.●
、 バR
,pEの糸吉合 したDNAと 総DNAの 上ヒで示 した・ 値 は4回 の実 蜘 平 均 値 ・
ン ド1;□ 、 バ ン ド2;■ 、 バ ン ド3;△,・・ン ド4;○ ・4本 のバ ン ドの合 計 ・
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図12ゲ ル シ フ ト法 に よるRepEのオペ レー ターDNAへ の結 合 活 性
詳 細 は本 文 参 照 。A.DNAの バ ン ドの オ ー トラ ジ オ グ ラ フ。B.RepEの 結 合 し
たDNAと 総DNAの 比 で示 した。 値 は野 生 型RepE(○〉 が4回 、RepE54(●)が
2回 の実 験 の平 均 値
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3・100ri2-RepE複 合 体 の量 比
ori2-RepE複合 体 の量 比 を直接 調 べ る ため に、[3H]-RepE54と[32P}ori2DNAの二
重 ラベ ル法 を用 い た(YangandNash,1989;SchneiderandGeiduschek,1990)。ゲ ル シ
フ ト法 に よ り得 られ る4つ の αゴ2DNAのバ ン ドを切 り出 し、[泊]と[32P]のそ れ ぞ
れ の放 射 線 活 性 を測定 し、 解析 した。 表7に 示 した よ うに 、ori2DNAとRepE54の
モ ル比 はバ ン ド1、2、3、4に つ い て そ れ ぞ れ1、2、3、4で あ り、RepE量
へ の依 存 性 と、 移 動 度 か ら期 待 され た結 果 と一 致 して い た(図11参 照) 。 こ の結
果 は 、 こ の条 件 下 でRepE54がo㎡2内の4個 の イ テ ロ ン に結 合 し、 そ れ ぞ れ の イ テ
ロ ン当 た りRepE54の単量 体 が1個 の割 合 で結 合 す る こ とを明快 に示 して い る。 図
11で 見 られ る バ ン ドの移 動 度 が 野 生 型RepEとRepE54とで ほ とん ど変 わ らな い
こ とか ら、 お そ ら く野 生 型RepEも イ テ ロ ン当 た りRepEの単 量 体 が1個 の割 合 で結
合 して い る と考 え られ る。






















ゲ ル シ フ ト反 応 液(50μ1)に は、3pmolの[32P]-ori2DNA(630cpm/pmol)と55-28pmolの
[3H]-RepE54(70cpm/pmo1)を含 む 。 反応 後 、6%ゲ ル で電 気 泳動 し、 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ に よ っ て
図11の バ ン ド1か ら4に 対 応 す るDNA-RepE複合 体 を検 出 し、 ゲ ル か ら切 り出 した。 各 バ ン ドの
【32P]と[3H]の放 射 線 活 性 を測 定 し、 モル比 を算 出 した。2回 の実 験 の平均 値 を示 した。()内 は 、
バ ン ド1に 対 す る相 対 値 。
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3.11蛋 白質変 性 剤 処 理 した野 生 型RepEのDNA結 合 活 性
RepEの二 量 体 、単 量 体 の機 能 を さ ら に詳 し く解 析 す る 目 的 で、 野 生 型RepEを 蛋
白質 変 性 剤 で処 理 した後 、DNAへ の結 合活 性 を調 べ た。塩 酸 グ アニ ジ ン(2-6M)
処 理 したRepEは、変 性 剤 濃 度 の増 大 と共 に、 明 らか にori2への結 合 が 増 大 し、 逆
に オ ペ レー ターへ の結 合 が 減 少 した(表8)。RepEを2-6M尿 素 、1-4MNaCl
で処 理 した場 合 も、 同 じよ うな効 果 が観 察 され た(デ ー ター提 示 せ ず)。 しか し、
TritonX-100(05%)、sarcosyl(0.1%)処理 した場 合 、RepEのDNAへ の結 合 活
性 には顕 著 な影 響 は見 られ な か っ た(表8)。 塩 酸 グァ ニ ジ ンの効 果 は、RepEと
30℃で30分 間反 応 させ る こ とに依 存 して お り、 塩 酸 グ アニ ジ ンがDNAへ の結 合
反 応 や ゲ ル シ フ ト法 の 反応 段 階 に影 響 しな い た め、RepEに直接 作 用 して い る こ と






































反 応 液(12μ1:MES-05MKCIバ ッ フ ァー 、0.1μgのBSA、8pmolの 野 生 型RepE)に 、 そ れ
ぞ れ の変 性 剤 を加 え 、30℃ で30分 間 静置 した 。 これ らをバ ッフ ァー で40倍 に希 釈 しゲ ル シ フ ト法
で解 析 した。2fmolのori2、オペ レー ターDNAに 対 し50、200fmo1のRepEをそ れ ぞ れ 用 い た。 少




























































A.MES-0.5MKCIバ ッ フ ァ ー 、0.1μgのBSA、15pmolの 野 生 型RepE、
4M塩 酸 グ ァ ニ ジ ン を含 む 変 性 反 応 液(12μ1)を30℃ で30分 間 静 置 し、
バ ッ フ ァー で50倍 希 釈 し、 サ イ ズ カ ラ ム(Superdex75)でゲ ル 濾 過 し、 分
画 し た 。RepEの 回 収 率 は 約80%で あ る 。 各 画 分 に つ き、RepE量 を イ ム ノ
ブ ロ テ ィ ン グ で 、ori2DNAへ の 結 合 活 性 を ゲ ル シ フ ト法 で そ れ ぞ れ 解 析 し
た 。 ゲ ル シ フ トの 反 応 液(30μ1)に は 、10fmolのori2DNAと 野 生 型
RepE(4μ1)ま た はRepE54(O.4μ1)を含 む 。2回 の 実 験 の 平 均 値 を 示 す 。
矢 じ りは サ イ ズ マ ー カ ー の 位 置 を 示 す:BSA(66kDa),ovalbumin(45kDa),
carbonicanhydrase(29kDa),RNaseA(13.7kDa).B.C.未処 理 の 野 生 型
RepEま た はRepE54そ れ ぞ れ を 用 い て 、 同 様 の 解 析 を 行 っ た 。 ● 、RepEの
相 対 量(総 量 に対 す る 割 合 を%で 示 す)。 ○ 、ori2DNAへ の 結 合 活 性 。
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3・120ri2へ の結 合 活 性 はRepE単量 体 にの み検 出 され る
4M塩 酸 グ ァ ニ ジ ンで処 理 した野 生 型RepE(15pmol)をサ イ ズ カ ラ ム に通 し、
単 量 体 が 検 出 され る か ど うか検 討 した 。各 分 画 につ き、RepEの量 をイ ム ノブ ロ ッ
テ ィ ン グ に よ り、ori2DNAへの結 合 活性 をゲ ル シ フ ト法 に よ りそ れ ぞ れ測 定 した。
4M塩 酸 グ ア ニ ジ ン処 理 した野 生 型RepEで は 、 単量 体 、 二 量体 に相 当 す る#41-43
付 近 と#49-51付近 の2つ の ピー クが 見 られ た(図13A)。 非 処 理 の野 生 型RepE
は 二量 体 の ピー クが み られ 、 一 部 単 量 体 の肩 が 見 られ る(約8%)(図13B) 。
非処 理 又 は4M塩 酸 グア ニ ジ ン処 理 したRepE54は#49-51に溶 出 す る(図13C)。
最 も興 味 深 い こ とに、ori2DNAへの結 合 はRepEの単 量体 に の み見 られ(図13)、
オペ レー タ ーへ の結 合 は 二量 体 に見 られ た(デ ー タ ー提 示 せ ず)。
4MNaCl、4M尿 素 処 理 した野 生 型RepEで も同様 に#49-51付近 に新 た な ピー ク
が み られ、 同 時 に そ の位 置 に顕 著 なori2DNAへの結 合 活 性 が観 察 され た(デ ー タ
ー提 示 せ ず) 。 た だ し、 こ れ らの処 理 に よ り生 じるRepE単量 体 の量 は、塩 酸 グ ァ
ニ ジ ンの場 合 と比 較 して少 な か っ たが 、 単 量体 の持 つori2への結 合 活 性 は、 どの場
合 で もほ とん ど定 量 的 に等 しか っ た。 つ ま り、 蛋 白質 変 性 剤 の種 類 を問 わ ず野 生 型
RepE二量 体 か ら生 じる単 量 体 はori2への結 合 活性 を示 す 。 しか し、 そ の活 性 は




















最 後 に、 解 離 定 数(Kd)を 概 算 す る 目 的 で 、野 生 型RepEの 濃 度 を数 点 と り(20
-2600nM)、 サ イ ズ カ ラ ムで 二 量体 、 単 量体 の割 合 を測 定 した(表9)。Kdは 約
1x1(y9Mと見 積 られ、 この 条件 下 で平 衡 は二 量 体 に強 く片 寄 っ てい る こ とを示 す 。
3・13結 論 とRepEの作 業 仮 説
第2節 で 、 我 々 は ミニFプ ラ ス ミ ドのRepEは単 量 体 、 二 量 体 とい う機 能 的 に異 な
る少 な くと も2つ の フ ォー ム を もつ こ と を示 した。 野 生 型RepEの低 い解 離 定 数
(表9)は 、 野 生 型 の 大 部 分 が 二 量 体 で存 在 す る とい う事 実(図9B)と 良 く一 致
して い る。 野 生 型RepE二 量 体 はrepE遺伝 子 の オペ レー タ ー に効 率 良 く結 合 し、
ori2内の イ テ ロ ンへ の結 合 効 率 は非 常 に低 い(図ll、 図12)。 一 方 、RepE54変
異 蛋 白質 は ほ とん どが 単 量 体 と して得 られ(図9B)、ori2内 の イ テ ロ ンへ は非 常
に効 率 よ く結 合 したが(野 生 型RepEの約500倍)、 オ ペ レー タ ー に は ほ とん ど結
合 しな か っ た(図11、 図12>。 さ ら に、 野生 型RepE二量 体 を蛋 白質 変 性 剤 で
処 理 す る と、 一 部 に二 量 体 か ら単量 体 へ の解 離 が見 られ 、 面2へ の結 合 が上 昇 し、
オ ペ レー タ ーへ の結 合 は減 少 した。 二量 体 と単量 体 を分 離 して調 べ る と、単 量 体 画
分 に の み 高 いori2への結 合 活性 が 見 られ た(表8、 図13)。 この条 件 で 、
RepE54の1分子 が1個 の イ テ ロ ンに結 合 して お り、 この量 比 は野 生 型RepEで もほ
とん ど変 わ らな い(表7;3・10参 照)。 こ れ らの結 果 は 、野 生 型RepE二量 体
で見 られ るori2への結 合 活性 は実 験 に使 用 したRepEに存 在 す る ご く少 量 の単 量体
に よ る もの で あ り、 二量体 そ の もの はori2へ結 合 しな い こと を示 して い る。従 っ て、
RepE単量 体 はori2結合 の活 性 型 と考 え られ る。ori2への結 合 はRepEのイ ニ シエ ー
ター機 能 に必 須 で あ り、RepEの二 量 体 か ら単 量 体 へ の変 換 反応 は イ ニ シ エ ー ター
機瀧 の 活 性化 に極 め て重 要 な ス テ ップ と考 え られ る 。
第1節 で 示 した よ うに、repE変異 に よ り ミニFプ ラ ス ミ ドのDnaK、DnaJ、GrpE
熱 シ ョ ック蛋 白質 の要 求 性 が 失 わ れ る こ と(表3)は 、 これ らの熱 シ ョッ ク蛋 白質
がRepEの 活 性 化 に協 同 して働 く可 能性 を示 して い る。 これ らの変 異 ミニFは 、in
41
vivoでRepEのイ ニ シ エ ー タ ー活性 の上 昇 が み られ、 い くつ か は リプ レ ッサ ー活 性
が低 下 して い た(図11、 図12)。 これ らの変 異RepE蛋 白質 はRepE54を除 き、
二 量 体 と して精 製 され 、invivoの性 質 と一致 して 、ori2DNAへの結 合 は上 昇 し、 オ
ペ レー タ ーDNAへ の結 合 は減 少 して い た(表6) 。 お そ ら くこれ らの変 異RepEの
二 量 体 は野 生 型 に くらべ 単 量体 に解 離 しや す くな っ て い る と思 わ れ る。
本研 究 で得 られ た知 見 を総 合 す る と、 ミニFプ ラ ス ミ ドのRepEの制御 に つ い て
以 下 の よ うな作 業 仮 説 が た て られ る(図14)。 細 胞 内 で、RepEの大 部 分 は二 量
体 と して存 在 し オ ペ レー タ ー へ結 合 し、 リプ レ ッサ ー と して 自 己遺伝 子 の転 写 抑
制 を行 う。 この た め細 胞 内 のRepEは低 い レベ ル に保 た れ る。RepEの二 量体 が 単 量
体 に変 換 され る と、 単 量 体 は 面2内 の イ テ ロ ンへ 結 合 し、DNA複 製 を開 始 す る イ
ニ シエ ー ター と して機 能 す る。 このRepEの二 量 体 か ら単 量 体 へ の変 換 に、DnaJ、
DnaK、GrpE熱シ ョ ック蛋 白質 が 分 子 シ ャペ ロ ン と して働 い て い る可 能性 が 高 い。
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第1節 ミニFプ ラス ミ ド複製における熱 ショック蛋 白質の役割
我 々 の研 究 室 は以 前 に、 大 腸 菌 のdnaK、dηa入即E熱 シ ョ ック蛋 白質 変 異株 で は
ミニFプ ラ ス ミ ドは複 製 で きな いが 、 トラ ンス に過 剰 量 のRepEを供 給 す れ ば これ
らの変 異株 で ミニFは 複 製 で きる こ と を示 した(Kawasakietal.,1990)。本 研 究 で
分 離 した 理ρE遺 伝 子 の オ ペ レー ター/プ ロモ ー ター領 域 の変 異 を持 つ ミニF(
repEpl10)は、 これ らの大 腸 菌 変 異 株 で複 製 で きた(表3)。 こ の変 異 ミニFは 以
前 、invivoで辺ρE遺 伝 子 の 自己転 写 抑 制 が で きな い変 異 体 と して報 告 され た もの
と同 一 の塩 基 置 換 を お こ して い た(RokeachetaL,1985)。ゲ ル シ フ ト法 で
repEpl10変異 を持 つ オ ペ レー ターDNA断 片 へ の結 合 活 性 を測 定 す る と、 野 生 型
RepEはほ とん ど結 合 で きず(石 合 未 発 表)、invivoの結 果 と良 く一 致 す る。 結
果 的 に 、細 胞 内 に多 くのRepEが存 在 す る こ と(表4)が 、 こ の変 異 ミニFが 大 腸
菌 の熱 シ ョ ック蛋 白質 変 異 株 で複 製 で き る主 な理 由 で あ ろ う。 こ の変 異 プ ラ ス ミ ド
は、 野 生 株 で の プ ラ ス ミ ドコ ピー数 はそ れ ほ ど上昇 せ ず 、 ま た、△rpoH変異 株 で は
複 製 で きな い(表3、 表4)。
一 方 、repE遺伝 子 の コー デ ィ ング領 域 にお こ っ た ミニFプ ラ ス ミ ド変 異 は、in
vivoでRepEのイ ニ シエ ー タ ー活性 の上昇 が み られ、 い くつ か は リ プ レ ッサ ー活 性
が低 下 して い た(図11、 図12)。 これ らの変 異RepE蛋 白質 を精 製 してDNAへ
の結 合 を調 べ る と、invivoの性 質 と一 致 して、ori2DNAへの結 合 は上 昇 し、 オペ レ
ー タ ーDNAへ の結 合 は減 少 して い た(表6) 。 従 っ て、 これ らの変 異 ミニFが 大
腸 菌 の熱 シ ョ ック蛋 白質 変 異 株 で複 製 で きる主 な理 由 は、 プ ラ ス ミ ド変 異 に よ り
RepEのαゴ2への結 合 が上 昇 し、 結 果 的 に イ ニ シ エ ー ター活 性 が 上 昇 す る こ とで あ
ろ う。 以 前 の △rpoH変異 株 で複 製 可 能 な変 異 ミニFの 選 択 で はhyperactiveRepEし
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か得 られ なか っ た(Kawasakietal.,1991)が、 本 研 究 で は、 イ ニ シエ ー ター活 性 が
中 くらい に高 く、△rpoH変異 株 で は複 製 で きな い ミニF変 異(repE105、reρE40-602)
が 得 られ た こ とは特 記 に値 す る。
ミニFプ ラ ス ミ ド複 製 に必 要 なDnaA、DnaB、DnaCそれ ぞ れ の変 異株 にお い て、
㌍ρE10、repE18、repE26変異 ミニFは 野生 型 ミニFと 同様 複 製で きなか っ た(石 合 、
和 田 未 発 表)。 さ ら に、dnaA、dnaB、dnaC変異株 で は熱 シ ョ ック蛋 白質 変 異 株
の場 合 と異 な り、 野 生 型RepEを 過剰 に供 給 して も ミニFは 複 製 で きな か った(和
田 未 発 表)。 また 、調 べ た変 異 プ ラス ミ ド(repEIO、repE26)は、Hu蛋 白質 を
コー ドす る 加ρA、加 ρB遺伝 子 の変 異株 で も複 製 で きな か っ た(川 崎 未 発 表)。
以 上 の こ とは 、 これ らの変 異 ミニFに は、依 然 と してDnaA、DnaB、DnaC、Hu蛋
白質 の要 求 性 が残 り、 こ の こ とは ミニFプ ラ ス ミ ド複 製 に お い てDnaJ、DnaK、
GrpE蛋白質 はDnaA、DnaB、DnaC、Hu蛋白質 とは異 な る反 応(お そ ら くRepEの
活 性 化)に 要 求 され る こ と を示 唆 して い る 。
DNA複 製 にお け るDnaK、DnaJ、GrpE熱シ ョッ ク蛋 白質 の役 割 は λ フ ァー ジ、P
1プ ラス ミ ドの系 で 良 く研 究 され て い る(Georgopolosetal.,1990参照)。P1プ ラ
ス ミ ドの イ ニ シ エ ー ター 蛋 白質(RepA)二 量体 はDnaJ二量体 と安 定 な複 合 体 を形
成 し、DnaK、DnaJ、GrpEとATPの存 在 下 で 活性 化 され 、olゴ領 域 のDNAに 結 合 す
る が 、 こ の活 性 化 に はRepAの二 量体 か ら単 量 体 へ の変 換 を伴 う こ とが 報告 され て
い る(Wickner,1990;Wicknere`aZ,1991a,1991b,1992)。しか しなが ら、 最 近 の報
告 で はRepA二量 体 の解 離 定 数 の測 定 結 果 か ら、RepAが単量 体 と して存 在 し、 熱 シ




本 研 究 で我 々 は ミニFプ ラス ミ ドのRepEに単 量体 、 二 量 体 とい う機 能 的 に異 な
る少 な く と も2つ の フ ォー ムが あ る こ とを示 した。RepE単量 体 はori2内の イ テ ロ
ンへ 非 常 に効 率 よ く結 合 し、RepE二量体 はrepE遺伝 子 の オ ペ レー ター に効 率 良 く
結 合 した。 ミニFプ ラス ミ ドの複 製 制御 に お け るRepEの機 能分 担 につ い て 、 これ
まで の 実 験 結 果 か ら3・13で 述 べ た よ うな作 業 仮 説 をた て た(図14)。
この 仮 説 と関連 して、 我 々 は最 近 、invitroでRepEはDnaJ(DnaK、ATP)の存 在
下 で 活 性 化 され 、 αゴ2、オ ペ レー ターDNAへ 効 率 良 く結 合 す る こ とを報 告 した(
Kawasakietal.,1992;和田 未発 表)。 また 、RepE54のori2への結 合 活 性 もDnaJ
(DnaK、ATP)によ り促 進 され た(石 合 、和 田 未発 表)。 また、 野 生 型RepE二
量 体 か ら生 じた単 量 体 のori2への結 合 活性 は、RepE54単量体 よ り明 らか に低 い
(図13参 照)。 これ らの こ とは、RepE二量体 の解 離(モ ノマ ー化)以 外 に も分
子 シ ャペ ロ ン に依 存 す る(あ る い は しな い)活 性化 機 構 が存 在 す る可 能性 を示 して
い る。 この場 合 、RepE54は部 分 的 に活 性 化 され た単 量 体 と考 えれ ば よい。 こ の考
え は、 ミニP1のRepAは 単 量 体 と して存 在 し、熱 シ ョ ック蛋 白質 に よっ て活 性 型
単量 体 に変 換 され る とい う ご く最 近 の推 測 と類 似 して い る(DasGuptaetal.,1993)。
ミ ニFプ ラ ス ミ ドのRepEの 異 な る2つ の機 能 が 、 二 量 体 、 単 量 体 に よ り担 わ れ
て い る こ と は 、RepEの2つ の機 能 を 説 明 す るTrawickandKlineの「2段 階 分 子 モ デ
ル(two-stagemolecularmodel)」を 連 想 させ る 。 彼 ら は 、normal(unmodified)
RepEは リ プ レ ッ サ ー と し て働 き、 こ の う ち の ご く少 量 のRepEがmodifiedRepEへ
変 換 し、01ゴ2に結 合 し、 イ ニ シ エ ー タ ー と して 機 能 す る と考 え た(Trawickand
Kline,1985)。normalRepE(リプ レ ッ サ ー)は 二 量 体 、mOdifiedRepE(イニ シ エ
ー タ ー)は 単 量 体 と考 え れ ば 、 我 々 の 結 果 は 、 こ の モ デ ル と 良 く一 致 す る 。
い ず れ に して も本 研 究 の結 果 は 、 ミニFプ ラ ス ミ ドの 複 製 開 始 制 御 を考 え る 上 で 、
45
RepEの構造変換(二 量体→単量体)に よる機能変換 という正の制御が重要である
ことを示 している。 さらに、負の制御 も働 いている と考え られるが、 これは今後明
らかに しなければならない問題である。
ミニFプ ラ ス ミ ド と複 製 様 式 が 類 似 した ミニP1、pSC101、R6Kな ど の 複 製 開 始
因 子 も、 ミ ニFのRepEと 同 様 に 、 複 製 を 開 始 す る イ ニ シ エ ー タ ー と 自 己 遺 伝 子 の
転 写 抑 制 を行 う リ プ レ ッサ ー の 主 要 な2つ の 機 能 を も つ 。 こ れ ら の 複 製 開 始 因 子 も
多 くが 二 量 体 で 精 製 さ れ 、 分 子 量 もRepEと 似 て い る が 、 一 次 構 造 上 の 類 似 性 は 見
ら れ な い(KornbergandBaker,1991参照)。 興 味 深 い こ と に 、 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド
で も、 高 い コ ピ ー 数 を 示 す 変 異 の 大 部 分 が ミ ニFと 同 様 に 、 複 製 開 始 因 子 の 中 央 部





Karnioetal.,1984:forRK2;DurlandetaL,1ggO;Hauganetal.,1992)。ま た 、 変 異 イ ニ




しか し、 本 研 究 で 分 離 し たrepE54変異 の よ う に イ ニ シ エ ー タ ー 、 リ プ レ ッ サ ー 活
性 を分 離 で き る よ う な 表 現 型 を示 す も の は ま だ 報 告 され て お らず 、 し か も単 量 体 と
して 精 製 さ れ るRepE54が 分 離 さ れ た こ と は特 記 に値 す る 。 本 研 究 で 示 した よ う に
複 製 開 始 因 子 が 二 量 体 で オ ペ レ ー タ ー に結 合 し、 単 量 体 でoriへ 結 合 す る こ と は 、
pSC101でも報 告 さ れ て い る 。pSC101の イ ニ シ エ ー タ ー 蛋 白 質(RepA)は 、 ヘ テ
ロニ 量 体 を使 っ た ゲ ル シ フ ト法 に よ る解 析 か ら オ ペ レ ー タ ー に 二 量 体 で 結 合 し、
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oriへ単 量体 で結 合 す る と結 論 して い る(Manenetal.,1992)。P1の場 合 、repA遺
伝 子 の オペ レー タ ー はoriの一部 と重 複 して い る ため 、RepAがoriへ単量 体 で結 合
し、2つ の機 能 を発 揮 す る と考 え られ(Chattorajetal.,1985;Wickneretal.,1991b)、
プ ラス ミ ドに よ り少 しず つバ リエ ー シ ョンが あ る よ うで あ る。 そ の他 の プ ラ ス ミ ド
の複 製 開始 因子 の機 能 と構二造 につ い て は 、 まだ 報告 され て い な い 。
第3節RepEの 機i能ドメ イ ン
高 い イ ニ シエ ー ター活 性 を示 す ミニFプ ラス ミ ドのrepE変異 は、RepEの92-134
残 基 の 限 られ た狭 い領 域 に1塩 基 置 換 をお こ して お り、 そ の うち 幾 つ か は 同時 に リ
プ レ ッサ ー活 性 が低 下 して い た。 これ は 、 ミニFの コ ピー数 調節 に92-129残基 領
域 が 重 要 で あ ろ う とい う以 前 か らの主 張 と良 く一致 す る(KawasakietaL,1991)。
reρE54変異 はArg117がProに変 わ る1塩 基 置 換 変 異 で あ るの で 、Argll7は二 量体
形 成 に 関 わ る と思 わ れ る。 もち ろ ん、 変 異 が蛋 白質 の コ ン フ ォー メ ー シ ョン に影 響
し、 間接 的 に二量 体 形 成 に影 響 して る可 能 性 もお お い に考 え られ る。 いず れ にせ よ、
二量 体 形 成 に関 わ る ドメ イ ンの決 定 は 明 か に すべ き今 後 の課 題 で あ る。
repEIO、repE40変異 は、Gluepがそれ ぞ れLys残基 、Ala残基 に変 わ る変 異 で あ る。
また 、 以 前 に 攻poH変 異株 で複 製 可 能 な変 異 ミニFプ ラス ミ ドと して分 離 した
repE22変異 も、 このGlu,,がGly残基 に変 わ る変 異で あ っ た(Kawasakietal.,1991)。
これ ら3種 のrepE変異 は全 て、 イ ニ シエ ー ター活 性 が上 昇 し、 か つ 、 リプ レ ッサ
ー活 性 の 減 少 が見 られ た こ とは、 興 味 深 い。repE18、coρA1変異 は、Glug9、Glul。。の
そ れ ぞ れ が どち ら もLys残基 へ 置 換 す る変 異 で あ り、 この どち ら もイ ニ シエ ー ター
活 性 は上 昇 す る が リ プ レ ッサ ー活 性 は野 生 型 と変 わ らな か った 。 ま た、repEl8、
coρA1の二 重 変 異 も同様 で あ っ た(石 合 未 発 表)。 す な わち 、 こ れ らの残 基 は イ
ニ シ エ ー タ ー機 能 に特 異 的 に機 能 す る ら しい。
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RepEの機i能に関 連 した別 の 、 非 常 に興 味 深 い知 見 はRepE40、RepE54(それ ぞ れ
RepEの92、117残基 に変 異 を持 つ)の 高 い イ ニ シ エ ー ター 活性 が 、RepEのC末 端
のrepE602フレーム シ フ ト変異 に よ り抑 制 され る こ と(intergenicsupression)であ る。
repE602変異 単 独 で は イ ニ シ エ ー ター 活性 にそ れ ほ ど顕 著 な影 響 を与 え な い(図11
C)。 一 方.repE602変異 はRepE40、RepE54のリプ レ ッサ ー機 能 に ほ とん ど影 響
を与 え な か っ た(デ ー ター提 示 せ ず)。 また 、repE40変異 と同 じ残 基(GIUg,)が
Glyに変 わ っ て い るrepE22変異 もRepEのC末 端 のrepE317変異 に よ りイ ニ シエ ー
タ ー活 性 が 減 少 したが 、repE317変異 単 独 で は イ ニ シ エ ー ター 活性 の顕 著 な減 少 は
み られ な か った(川 崎 未 発 表)。 以 上 の結 果 は、RepEのイ ニ シエ ー ター機 能 特
異 的 にRepEの中央 領 域 とC末 端 とが 相 互 作 用 す る こ と を強 く示 唆 す る。 な お、精
製RepEの ゲ ル シ フ ト法 に よる解析 で は、RepE40、RepE54のo㎡2への結 合 効 率 にC
末 端 の 辺ρE602変異 が 与 え る影 響 はRepE40では観 察 され たが 、RepE54にはそ れ ほ
ど顕 著 で は な か っ た(表6)。 従 っ て、RepEの中央領 域 とC末 端 との相 互作 用 は
ori2への結 合 だ け で は な く、結 合 した後 の段 階 で も影 響 す る ら しい。 考 え られ る
RepEの機 能 と して は、DNAの ベ ンデ ィ ング、 ア ン ワイ ンデ ィ ン グ(二 本 鎖DNAの
開裂)(川 崎 未 発 表)、 プ ラ イマ ー合 成 等 が あ り、 今後 ぜ ひ明 か に すべ き問 題 で
あ る。
第4節 今後の問題点
本研究 によりRepEの二量体、単量体がそれぞれ異なるDNA領域(オ ペ レーター、
イテロン)に 結合することが明確 に示 されたが、DNA結合蛋 白質 としてRepEをと
らえた場合、同一の蛋白質のフォームの違いにより、結合するDNA配列の好みが
異なることは非常 に興味深い。RepEとDNAの相互作用 を結晶解析 などの物理化学
的方法で検討することも有効 であろう。大腸菌の比較的低いコピー数のプラス ミド
や ファージ、あるいは大腸菌染色体複製のイニシエーター蛋 白質は機瀧 的にミニF
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のRepEと類 似 して い る(KombergandBaker,1992参照)が 、 これ らの イ ニ シエ ー
タ ー蛋 白質 問 の一 次 構造 上 の類 似 性 は少 な く、 既 知 のDNA結 合 モ チ ー フ も見 い だ
せ な い。 これ らは まだ知 られ て い な い新 しい タイ プ のDNA結 合 モ チ ー フ を持 つ も
の か も しれ な い。
次 に、 ミニFプ ラス ミ ド複 製 に お け る熱 シ ョック蛋 白質DnaK、DnaJ、GrpEの役
割 を分 子 レベ ル で よ り直 接 的 に調 べ る必 要 が あ ろ う。 最 近 、 これ らの蛋 白質 の 「分
子 シ ャペ ロ ン」 と して の機 能 が 注 目 され、 また 、 これ らの ホ モ ロ グが真 核 生 物 で も
続 々 と見 つ か っ て きて い る(GeorgopoulosetaL,1990;Grossetal.,1990;CaplanetaL,
1993参照)。 熱 シ ョック蛋 白質 とRepE、宿 主 由来 の複 製 因子 等 の相 互作 用 も まだ
ほ とん どわ か っ て い な い。 そ の解 明 に 、変 異 蛋 白質 を組 み合 わ せ た 生化 学 的 な解 析
や、 遺伝 解 析 も有 力 な手 段 とな ろ う。
また 、RepEの機 能 ドメ イ ンの 問題 もあ る 。前節 で も触 れ たが 、RepEの中央領 域 、
C末 端 領 域 、 二 量 体 形 成 領 域 、DNA結 合 領 域 な ど、RepEの機 能 、 蛋 白質 、DNAと
の相 互 作 用 な ど と密 接 に関 わ る問題 で もあ るが 、 まだ ほ とん どが 未 解 決 で あ る。 生
化 学 的 な解析 に加 え 、変 異体 を多 数分 離 、解 析 す るな ど遺伝 学 的 デ ー ター を多 く蓄
積 す る必 要 が あ る 。
最 後 に、 ミニFプ ラス ミ ドの複 製 制御 と我 々 の作 業 仮 説 との対 応 を検 討 す る こ と
が非 常 に重 要 で あ る。 現段 階 で は、RepEの二 量体 か ら単 量体 へ の変 換 と、 複 製 制
御 、 コ ピー数 調 節 につ い て は全 く対 応 づ け られ て い な い。Fプ ラ ス ミ ドは宿 主 染色
体 とは異 な る が細 胞 周 期 の決 まっ た時 期 に複 製 す る こ とが 報 告 され て お り(
Keaslingetal.,1991;Koppes,1992)、この 問題 は お そ ら く細 胞 周 期 制 御 と密 接 に関
連 して い る と思 わ れ る。 今 後 、 宿 主 大 腸 菌 の増 殖 と も関連 づ け て 、 ミニFプ ラス ミ
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